



Diseño de un biosensor para la 






















Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Ingeniería 
Bogotá D.C., Colombia 
2015 
 
Diseño de un biosensor para la 










Tesis o trabajo de investigación presentada(o) como requisito parcial para optar al título 
de: 




Pedro Filipe de Brito Brandão, Ph.D. 
 
Codirector (a): 





Línea de Investigación: 
Microbiología Ambiental y Aplicada. 
Grupo de Investigación: 
Grupo de Estudios para la Remediación y Mitigación de Impactos Negativos al Ambiente 
(GERMINA) - Departamento de Química, Facultad de Ciencias 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Ingeniería 













Dedico este trabajo a mis Padres, mi Familia 
y a Santiago por creer en mí, por motivarme y 












Agradezco a mi director Pedro Filipe de Brito Brandão, quien con su guía, conocimiento, 
apoyo, paciencia y perseverancia me colaboró en cada uno de los retos y desafíos que 
se me presentaron durante este largo camino. 
 
A mi Co-directora la Dra. Catalina Arévalo Ferro quien con su guía, consejos y 
colaboración me permitió definir la metodología a seguir desde un comienzo. 
 
Al grupo de Bioquímica y Biología Molecular de las Micobacterias, a mis compañeros del 
laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada y al grupo GERMINA, en especial a 
Lorena Novoa, Carlos Ayala, Andrés León, Sergio Latorre y Ángela García por sus 
valiosos consejos en cuanto a metodología, desarrollo y a su apoyo incondicional en 
todos y cada uno de los momentos de este proyecto. 
 
Al Dr. Erik Gullberg del equipo competidor ante iGEM de la Universidad de Uppsala quien 
amablemente nos permitió el acceso a las cromoproteínas empleadas como genes 
reporteros. 
 
A la Dra. Jenny Dussan por permitirnos el acceso al plásmido pUC18, el cual fue parte 
fundamental para el correcto desarrollo de este trabajo. 
 
Al profesor Cesar Sierra y al laboratorio de carnes del ICTA quienes colaboraron con la 
realización de este proyecto al permitirme el acceso a los equipos para realizar las 
mediciones de color y fluorescencia. 
 
A la Universidad Nacional y la DIB, que mediante el proyecto de apoyo a posgrados 
19095 financió parte de este trabajo. 
  
V Diseño de un biosensor para la detección de arsénico 
 
 
A Colciencias, que mediante el contrato RC No. 454 - 2011 financió parte de este trabajo 




El arsénico (As) es un metaloide causante de diferentes tipos de enfermedades 
incluyendo el cáncer. La Organización Mundial de la Salud recomienda un límite máximo 
de 10 µg As/L en agua potable. En Colombia, aún es escasa la información sobre el 
potencial riesgo de contaminación por As, siendo reportada su presencia principalmente 
en los departamentos de Caldas, Nariño y Tolima. Los métodos para la detección del 
elemento son costosos, demorados y difíciles de implementar, por lo que el diseño de 
biosensores es de gran potencial ya que son sistemas económicos, sensibles y de fácil 
manejo. El presente trabajo reporta el desarrollo de tres biosensores para la detección de 
As en aguas, utilizando cromoproteínas como sistema reportero. Se amplificó y 
secuenció regiones codificantes del gen regulador arsR de 15 cepas nativas y 11 clones 
metagenómicos de ambientes en Colombia, todas resistentes a arsénico. Las secuencias 
obtenidas mostraron una estrecha relación con los genes arsR de Bacillius cereus ATCC 
14579 (identidad del 99%, E=2e-64) y Escherichia coli ST540 (identidad del 100%, 
e=0.0). El ensamblaje de los tres biosensores se realizó utilizando el vector de clonación 
pUC18, el gen arsR del clon metagenómico M19 y en cada uno una cromoproteína como 
sistema reportero (morada, rosada o amarilla). Los biosensores BASmor y BASama 
presentaron una respuesta lineal entre la intensidad de color o fluorescencia (proteína 
reportera) producida respecto a la concentración de As(III), permitiendo una evaluación 
cualitativa y cuantitativa, respectivamente. Se obtuvieron limites de detección de 75 µg 
As(III)/L en el caso de evaluación por color y de 7,5 µg As(III)/L en el caso de la 
respuesta por fluorescencia. El biosensor BASros, bajo las condiciones de estudio, no 
mostró una respuesta dependiente entre concentración de As(III) y color. Estos 
biosensores se perfilan como alternativa para evaluar la presencia de As en municipios 
donde no es posible acceder con otras tecnologías, permitiendo detectar y determinar la 
prevalencia del metaloide en Colombia. 
Palabras clave: Arsénico, biosensor, cromoproteína, gen arsR, operon ars, ingeniería 
genética. 







Arsenic (As) is a metalloid that causes different kinds of diseases including cancer. The 
World Health Organization recommends a limit in drinking water of 10 µg As/L. In 
Colombia, the information about the potential risk for As contamination is still scarce, and 
its presence is reported mainly in Caldas, Nariño and Tolima departments. Accurate 
measurement of arsenic in drinking water requires expensive methods, sophisticated 
instrumentation and trained staff. Consequently, the biosensors design represent a great 
potential because they are cheap, sensitive and user-friendly systems. This work reports 
the development of three biosensors for arsenic detection in water using chromoproteins 
as the reporter system. Coding regions of the arsR regulatory gene of 15 native strains 
and 11 metagenomic clones resistant to arsenic from environments in Colombia were 
amplified and sequenced. The obtained sequences showed a close relationship with the 
arsR genes of Bacillius cereus ATCC 14579 (identity of 99 %, E=2e-64) and Escherichia 
coli ST540 (identity of 100 %, e=0.0). Three biosensors were assembled using the pUC18 
cloning vector, the arsR gene of the metagenomic clone M19 and each one a 
chromoprotein as a reporter system (purple, pink or yellow). The biosensors BASmor and 
BASama showed a linear response between the intensity of colour or fluorescence 
(reporter protein) produced over the As(III) concentration allowing, respectively, a 
qualitative and quantitative assessment of the metalloid in aqueous solutions. Detection 
limits of 75 µg As(III)/L were obtained for the colour evaluation and 7.5 µg As(III)/L for the 
fluorescence response, respectively. The third biosensor BASros, under the evaluated 
conditions, did not show a relationship between As concentration and the colour intensity. 
These biosensors are emerging as an alternative to assess the presence of As in 
municipalities where there is no access to other technologies, allowing to detect and 
determine the prevalence of the metalloid in Colombia. 
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El arsénico (As) es un elemento químico altamente distribuido en la naturaleza y se 
puede liberar al medio ambiente por procesos naturales (Duker et al., 2005; Hughes, 
2002) y antropogénicos como por ejemplo la minería y quema de carbón (Agency for 
Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 2007; Han et al., 2003). La 
Organización Mundial de la Salud (OMS) lo considera como uno de los contaminantes 
inorgánicos más tóxicos en el agua potable (WHO, 2011; Yunus et al., 2011). A nivel 
mundial se han reportado numerosos casos de intoxicación por el consumo de aguas 
subterráneas con arsénico en países como Bangladesh, Vietnam, Taiwán, China, EE.UU, 
Argentina entre otros ( Alonso et al., 2014; Callejas, 2007; Ng et al., 2003). En los últimos 
años se ha hallado As en aguas de consumo en catorce de los veinte países de América 
Latina, situación que indica la falta de estudios acerca de la presencia de este 
contaminante (MERCOSUR, 2013). La población en riesgo estimada en el continente 
latinoamericano supera las 14 millones de personas con cientos de casos comprobados 
en países como Chile y Argentina ( Alonso et al., 2014; Bundschuh et al., 2012; Esparza, 
2006; Litter, 2009). 
 
Algunas de las tecnologías analíticas actualmente implementadas para medir arsénico 
son la absorción atómica – generación de hidruros, absorción atómica con horno de 
grafito, espectroscopia de emisión, espectrometría de masas atómica de fluorescencia, 
cromatografía líquida acoplada a masas (Litter, 2009). Estas técnicas de detección y 
cuantificación de As en aguas generalmente son costosas, de larga duración, difíciles de 
implementar tanto a nivel de laboratorio como en campo, debido a que requieren 
personal y equipos especializados y requieren un muestreo cuidadoso para poder 
mantener la integridad de la muestra. Por otro lado, una de las metodologías analíticas 
para la detección de As en muestras ambientales y en campo es el uso de kits que se 
basan en la reacción de “Gutzeit”. Sin embargo, algunas de sus desventajas son los 
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interferentes (sulfuro, telurio y selenio), los falsos positivos, los falsos negativos y su baja 
reproducibilidad y precisión (EPA, 2004).  
 
Por estas razones se ha visto la necesidad de desarrollar metodologías para la detección 
de As en tiempo real, que sean portables, sensibles y de bajo costo. Así, grupos de 
investigación alrededor del mundo han propuesto métodos alternativos para la medición 
del elemento utilizando sistemas biológicos como los biosensores y bioreporteros 
(D'Souza, 2001; Hu et al., 2010; Liao et al., 2005;  Luong et al., 2008; Merulla et al., 2013; 
Ramanathan et al., 1998; Silver et al., 2005; Stocker et al., 2003; Yoshida et al., 2008). 
Estos sistemas se caracterizan por tener bajos limites de detección desde 4 μg/L, como 
por ejemplo el biosensor diseñado por (Stocker et al., 2003), ser portables y con periodos 
de inducción o tiempo de respuesta hasta máximo 24 h, como por ejemplo el biosensor 
basado en cambios de pH diseñado por (de Mora et al., 2011). Sin embargo, hasta la 
fecha los biosensores diseñados presentan algunas desventajas que varian de acuerdo 
al sistema reportero empleado (Kaur et al., 2015). Por ejemplo, una desventaja general 
es la necesidad de utilizar equipos para poder medir la respuesta emitida (biosensores 
con luminiscencia y fluorescencia) y la nececidad de adicionar sustratos como el IPTG y 
cromogenos costos al medio de cultivo para obtener una respuesta. Adicionalmente en 
algunos casos se han observado respuestas no lineales (Stocker et al., 2003), o 
interferencias con iones bicarbonato y falsos positivos (de Mora et al., 2011; Joshi et al., 
2009). Es por esto que el diseño de un biosensor que permita la detección visual del As 
sin necesidad de equipos costosos o adicion de sustratos al medio se perfila como una 
potencial solución a la desventajas nombradas anteriormente. 
 
En Colombia, las investigaciones con relación a la presencia de arsénico en aguas de 
consumo y aguas subterráneas son escasas. En la Universidad Nacional de Colombia el 
Grupo de Estudios para la Remediación y Mitigación de Impactos Negativos al Ambiente 
(G.E.R.M.I.N.A.) ha realizado estudios acerca de la presencia del As en el país (Alonso, 
2014; Carrillo, 2012; Latorre, 2014; Muñoz, 2008; Torres, 2008). Las investigaciones de 
Torres (2008) y Carrillo (2012) permitieron establecer un cepario de bacterias resistentes 
a As y se identificaron los genes correspondientes a la bomba transportadora de arsénico 
(ArsB), a la enzima arsenato reductasa (ArsC) y a la enzima arsenito oxidasa (AroA). 
Carrillo (2012) reportó 16 cepas con la presencia del gen arsB que codifica para la ArsB. 
Por otro lado, en el grupo de investigación se utilizó la metagenómica para buscar los 
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genes involucrados en la resistencia a As de las comunidades bacterianas endémicas de 
distintos ambientes de la sabana de Bogotá (Latorre, 2014), obteniendo como resultado 
11 clones con resistencia a arsenato de sodio e identificando en todos ellos la presencia 
de la bomba transportadora de arsénico (ArsB). 
 
En el país hasta la fecha no se tiene conocimiento de un reporte sobre el diseño y 
construcción de un biosensor para la detección de arsénico, siendo que este se perfila 
como una solución de bajo costo y que puede ser utilizada en lugares del país donde no 
es posible emplear tecnologías más robustas y costosas para detectar este contaminante 
ambiental. Los biosensores desarrollados en este trabajo son los primeros construidos en 
el país para la detección de As utilizando genes autóctonos de Colombia y son los 
primeros en utilizar cromoproteínas como sistema reportero para la detección de este 
metaloide. Una de las principales ventajas de los constructos diseñados es la producción 
del reportero (color/fluorescencia) sin la necesidad de adicionar sustratos al medio de 
cultivo, lo que hace que este sistema sea aún más económico.  
 
De los tres constructos diseñados, dos tienen como respuesta un cambio de color visible 
respecto a la concentración de arsénico, lo cual permite realizar una determinación de 
ausencia/presencia del contaminante en muestras acuosas, convirtiendo este sistema en 
una alternativa portátil. Por otro lado, el tercer biosensor tiene como respuesta la emisión 
de fluorescencia, que es proporcional a la concentración de As en la muestra, y por lo 
tanto se puede realizar una cuantificación del metaloide. Estos biosensores son la 
propuesta inicial para obtener una herramienta económica, sencilla y portátil que permita 
la detección de este metaloide en las aguas de consumo de los diferentes municipios del 
país, en donde la información acerca de la presencia del As es escasa o nula y el 
presupuesto y personal no permiten realizar otro tipo de análisis.  
  
 
1. MARCO TEÓRICO 
1.1 Arsénico 
El arsénico (As) es un elemento químico altamente distribuido en la naturaleza, 
encontrándose en diferentes estados de oxidación (-III, 0, III, V) y de forma orgánica 
(arsenobetaina, trimetilarsina o arsenoazucares) e inorgánica (trivalente como arsenito o 
arsina y pentavalente como arsenato) (Mandal et al., 2002; Yunus et al., 2011). En la 
naturaleza se encuentra distribuido en más de 200 diferentes formas minerales, de las 
cuales aproximadamente el 60 % son arsenatos, 20 % sulfuros y sulfosales y el 20 % 
restante incluye arseniuros, arsenitos, óxidos, silicatos y arsénico elemental. La 
abundancia terrestre de arsénico es de alrededor de 1,5 - 3 mg/kg suelo. Se distribuye en 
la corteza terrestre, suelo, sedimentos, agua, aire y organismos vivos (Mandal et al., 
2002). 
 
El arsénico se puede liberar al ambiente de dos formas distintas: a) Procesos naturales: 
como procesos de meteorización, actividad biológica y emisiones volcánicas (Alonso et 
al., 2014; Duker et al., 2005; Hughes, 2002); y b) Procesos antropogénicos: como la 
minería, efluentes industriales, fundición de metales, quema de carbón y el uso de 
pesticidas entre otros (ATSDR, 2007; Han et al., 2003). 
1.1.1 Toxicidad  
Las propiedades tóxicas del arsénico varían según las concentraciones y la forma en que 
se encuentre, es decir, según su estado físico, estado de oxidación y estructura química. 
Por ejemplo, los compuestos con arsénico inorgánico trivalente (arsenito) son más 
tóxicos que aquellos que contienen arsénico pentavalente (arsenato) (Tsai et al., 2009).  
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La Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia de Protección Ambiental de los 
Estados Unidos de América (EPA, por sus siglas en inglés, Environmental Protection 
Agency) lo consideran como uno de los contaminantes inorgánicos más tóxicos en el 
agua potable, teniendo un límite máximo recomendado de 10 µg/L (WHO, 2011; 
Nordstrom, 2002). Algunos de los síntomas ocasionados por la ingestión de As incluyen 
los cambios de pigmentación de la piel e hiperqueratosis, hipertensión, diabetes mellitus 
y desordenes neurológicos. También se encuentra asociado a cáncer de vejiga, hígado, 
riñón y piel. Generalmente la exposición prolongada al elemento incrementa el riesgo de 
la morbilidad y abortos (Hughes et al., 2011; Yunus et al., 2011). 
 
El mecanismo microbiano de ingreso del arsénico a la célula varía de acuerdo al estado 
de oxidación en el que se encuentre el elemento. En el caso del arsenato [As(V)], este 
puede entrar a la célula gracias a la ayuda de las proteínas transportadoras de fosfato 
(Pit y Pst) que permiten el ingreso debido a que el fosfato inorgánico es análogo al 
arsenato (Figura 1-1). Una vez el As (V) se encuentra en la célula este puede competir 
con el fosfato inorgánico e interferir en los procesos de producción de energía como por 
ejemplo la fosforilación oxidativa. Adicionalmente, este puede formar nucleótidos y 
azúcares con arsénico que interferirán con los procesos metabólicos de la célula (Liu et 
al., 2003; Stolz et al., 2011). 
 
 
Figura 1-1 Analogía química estructural entre el ión fosfato y el ión arsenato. 
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Por otro lado, el arsenito [As(III)] ingresa a la célula bacteriana utilizando las aquaglicerol 
porinas, como la GlpF, ya que este grupo de canales multifuncionales permiten el 
transporte de solutos orgánicos neutros como glicerol y urea (Liu et al., 2003). El arsenito 
es transportado debido a que en una solución neutral este predominará y las aquaglicerol 
porinas lo consideraran como un equivalente inorgánico del glicerol. En el interior de la 
célula el As(III) se puede unir a grupos tiol que forman parte de proteínas celulares 
involucradas en el funcionamiento celular, como lo son la piruvato deshidrogenasa y la 2-
oxo-glutarato deshidrogenasa (Liu et al., 2003; Stolz et al., 2011). Adicionalmente, este 
elemento se une a los grupos sulfhidrilo produciendo la degradación de la membrana y la 
muerte celular debido a la producción de “especies reactivas de oxigeno” (ROS, por sus 
siglas en inglés, Reactive Oxigen Species). En mamíferos actúa como un alterador 
endocrino uniéndose a los receptores de algunas hormonas e interfiriendo con la 
señalización celular (Dhuldhaj et al., 2013). 
1.1.2 Distribución a nivel mundial 
A nivel mundial, la contaminación de aguas subterráneas por As ha sido de gran 
importancia ya que en países como Bangladesh, Vietnam, India, Nepal, Taiwán, China, 
Chile, EE.UU, Argentina, entre otros, se han reportado numerosos casos de intoxicación 
por este metal (Alonso et al., 2014; Callejas, 2007; Hughes et al., 2011; Mandal et al., 
2002; Ng et al., 2003; Petrusevsky, 2007; Smith et al., 2004; Zhang et al., 2004). 
Generalmente las poblaciones afectadas son aquellas que se encuentran en países o 
regiones con bajos niveles de ingresos económicos y por tal motivo no tienen fácil acceso 
a aguas potables, razón por la cual las comunidades explotan aguas subterráneas para el 
abastecimiento (Bundschuh et al., 2012; Litter, 2009). 
 
En los últimos años se ha hallado As en aguas de consumo en catorce de los veinte 
países que conforman América Latina. Esta situación indica la falta de estudios acerca de 
la presencia de este contaminante en los demás países del continente y no como se 
podría pensar que, por el contrario, el contaminante se encuentre ausente en los seis 
países donde no se ha reportado (MERCOSUR, 2013). En la región, se estima que 4,5 
millones de personas están crónicamente expuestas a altos niveles de As en el agua de 
consumo, sobrepasando el valor límite de 50 µg/L establecido por la regulación de 
muchos países de la región (Esparza, 2006). La población estimada en riesgo supera las 
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14 millones de personas, con cientos de casos comprobados en países como México, 
Chile y Argentina (Alonso et al., 2014; Bundschuh et al., 2012; Litter, 2009; Litter et al., 
2010). 
1.1.3 Situación en Colombia 
En el país existen varios estudios realizados, principalmente por el Servicio Geológico 
Colombiano (Ingeominas), acerca de la geología e hidrogeología del país. En estos 
estudios se observó la presencia de As generalmente en forma de arsenopirita asociada 
con filones de metales preciosos en su gran mayoría a lo largo de la cordillera central y 
occidental Colombiana (INGEOMINAS, 2004; Alonso et al., 2014; Callejas, 2007; Marín, 
1978; Wokittel, 1960). Sin embargo las investigaciones con relación a la presencia de 
arsénico en aguas de consumo y aguas subterráneas son escasas. Se conoce que la 
contaminación de aguas subterráneas por As afecta principalmente a los departamentos 
del Tolima y Caldas, ubicados en la cordillera Central, y Nariño en la cordillera 
Occidental, en donde el arsénico proviene de yacimientos que contienen arsenopirita u 
otros minerales portadores de trazas de As (Alonso et al., 2014). No obstante, también se 
han reportado yacimientos de As en los departamentos de Antioquia, Cauca y Norte de 
Santander (Alonso et al., 2014; Callejas, 2007). 
 
En el reciente artículo de revisión titulado “Environmental ocurrence of arsenic in 
Colombia: A review” (Alonso et al., 2014) se muestra una perspectiva más amplia de la 
distribución del arsénico en el país y se discute sus implicaciones y potenciales riesgos al 
medio ambiente y la salud humana. Ravenscroft (2007) realizó un estudio de modelación 
de regiones con riesgo potencial de altos contenidos de arsénico en aguas subterráneas 
del país. Mediante predicciones basadas en sistemas de información geográfica, se 
señala que alrededor de 1’664.902 personas, lo que equivale a un 5 % de la población 
nacional, estarían en riesgo potencial de intoxicación en las zonas montañosas y valles 
de la región norte del país. Además, Nicolli (2006) señala la existencia de fenómenos de 
liberación de arsénico asociado a minerales de arsenopirita en cuerpos hídricos de los 
departamentos de Tolima, Caldas y Nariño, generado por la minería llevada a cabo en 
esta región del país, principalmente de tipo aurífera. 
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En Colombia, la minería ha crecido de manera exponencial en los últimos años. Se 
reporta que el país es el primer productor de carbón en América Latina y el decimo en el 
mundo; el 40 % del territorio Colombiano está concesionado o solicitado por empresas 
transnacionales para realizar proyectos de extracción de minerales e hidrocarburos 
(Ronderos, 2011). Adicionalmente, se han intensificado los procesos de extracción y 
explotación de oro, plata, platino, molibdeno, níquel, zinc, además de los minerales que 
abastecen la construcción, como las calizas, arenas y arcilla (Alonso et al., 2014). Estas 
actividades de explotación conllevan a la posible liberación antropogénica del arsénico a 
los suelos y fuentes de agua potable, potencializando su contaminación.  
 
En el país, el gobierno decidió acogerse a las recomendaciones internacionales y en la 
resolución colombiana 2115 de 2007, en la cual se señalan características, instrumentos 
básicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para 
consumo humano en Colombia, se determina que el valor admisible de arsénico es de 0,01 
mg/L (Ministerio de la protección social 2007), por lo que se hace necesario el desarrollo y  
uso de tecnologías económicas, portátiles y sencillas para poder realizar este análisis en 
cualquier municipio o región del país. 
1.1.4 Métodos para la detección y remoción de arsénico 
En la actualidad los métodos para la remoción de As se pueden dividir en dos tipos 
principales ( Litter et al., 2010): 
 
a) Tecnologías convencionales: oxidación, coagulación-coprecipitación, adsorción, 
osmosis inversa e intercambios iónicos;  
b) Métodos emergentes: adsorbentes naturales, tecnologías de luz solar y 
biorremediación.  
 
Para la medición precisa de los bajos niveles de arsénico en el agua potable se requiere 
una instrumentación e instalaciones caras y sofisticadas, así como personal capacitado. 
Las técnicas para la detección y cuantificación de arsénico en aguas como lo son la 
absorción atómica – generación de hidruros, absorción atómica con horno de grafito, 
espectroscopia de emisión, espectrometría de masas, espectrometría atómica de 
fluorescencia,  cromatografía líquida acoplada a masas entre otras (Litter, 2009), a pesar 
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que brindan límites de detección muy por debajo de los 10 μg/L, son costosas, requieren 
de personal capacitado, no son funcionales para un gran número de muestras, requieren 
mucho tiempo para obtener un resultado y son difíciles de implementar (Luong et al., 
2007; Sengupta et al., 2009). 
Por estas razones se ha visto la necesidad de desarrollar métodos o técnicas adecuadas 
para la detección de arsénico en tiempo real, portátiles, sencillas, que tengan la 
sensibilidad necesaria y un bajo costo. Así, se ha propuesto el diseño de sensores 
electroquímicos (Gao et al., 2013; Salaün et al., 2012) y  biosensores bacterianos como 
una alternativa viable para este fin (Fuku et al., 2012; Liao et al., 2005; Merulla et al., 
2013; Ramanathan et al., 1998; Roberto et al., 2002; Stocker et al., 2003).  Sin embargo, 
a pesar que los sensores electroquímicos se postulan como una alternativa viable debido 
a sus bajos límites de detección (0,8 – 7,5 ng/L) (Gao et al., 2013; Salaün et al., 2012) 
son métodos costosos, de procedimientos extensos, tediosos y que aún requieren de 
personal altamente calificado para su realización (Kaur et al., 2015). Por otro lado, los 
biosensores bacterianos reportan límites de detección que varían según el reportero 
empleado, pero en general detectan desde 4 (Stocker et al., 2003) ó 7 µg As(III)/L y son 
portables y con periodos de inducción o tiempo de respuesta hasta máximo 24 h. 
1.2 Resistencia bacteriana al arsénico 
Debido a la alta toxicidad de este metaloide los microorganismos han evolucionado para 
tolerar, disminuir la toxicidad e incluso utilizar las altas concentraciones de este elemento 
como fuente de energía para su crecimiento. 
1.2.1 Metabolismo microbiano del arsénico 
En la naturaleza los microorganismos responden al arsénico en diferentes formas, 
dependiendo tanto de las condiciones físico-químicas del metaloide como del género y 
especie del microorganismo. Estas respuestas microbianas al elemento pueden ser 
quelación, compartimentalización, extrusión, inmovilización, entre otros (Figura 1-2). 
 
 














Figura 1-2. Posibles interacciones del arsénico con las células procariotas: 1) As(III) entra a la célula a través 
de aquagliceroporinas y As(IV) a través de los transportadores de fosfato; 2) Transformación de As en el 
citoplasma por los productos del operón ars; 3) Formación de complejos de As(III) por péptidos ricos en 
cisteína; 4) Oxidación de arsenito a arsenato; 5) Reducción de arsenato a arsenito por cadena respiratoria; y 
6) Metilación de arsénico inorgánico. Tomado de Paez-Espino et al. (2009). 
El mecanismo más común es aquel en el que el arsénico ingresa a la célula a través de 
los transportadores que varían de acuerdo al estado de oxidación del elemento 
(Aquaglicerolporinas ó transportadores de fosfato) (Figura 1-2.1). En el interior de la 
célula el arsenato será reducido a arsenito por una reductasa y posteriormente será 
eliminado del interior celular por una bomba específica de membrana (Figura 1-2.2). Este 
es uno de los mecanismos de resistencia más estudiados y se ha reportado que 
microorganismos como Sulfurospirillum barnesii, Desulfotomaculum auripigmentum, 
Bacillus arsenicoselenatis, Chrysiogenes arsenatis, Sphingomonas, Pseudomonas y 
Wolinella spp lo realizan (Dhuldhaj et al., 2013). Adicionalmente el As puede ser utilizado 
para procesos de respiración, donde es empleado como donador o aceptor de electrones 
(Figura 1-2.4) (Mukhopadhyay et al., 2002). 
Aparte de cambiar los estados de oxidación del elemento, los microorganismos han 
desarrollado vías metabólicas para metilar las especies inorgánicas o demetilar las 
orgánicas. Esta metilación ocurre luego de reducir el arsenato a arsenito y 
posteriormente se realiza la adición de los grupos metilo generando metilarsinas volátiles 
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(Figura 1-2.6), permitiendo de esta manera la disminución del elemento en matrices 
como agua y suelo (Paez-Espino et al., 2009). 
Existen otro tipo de bacterias como Pseudomonas arsenitoxidans, Thermus aquaticus y 
Thermus thermophilus (Gihring et al., 2001) que debido a la alta toxicidad del arsenito lo 
oxidan a arsenato utilizando oxigeno, nitrato o hierro como aceptor final de electrones. 
Por otro lado, se encuentran las bacterias heterótrofas oxidadoras de arsenito que 
utilizan una arsenito oxidasa periplasmica para llevar a cabo este proceso (genes aox) 
(Dhuldhaj et al., 2013; Inskeep et al., 2007; Muller et al., 2003). 
 
Finalmente se encuentran los microorganismos que reducen simultáneamente los 
sulfatos y los arsenatos formando sales de arsénico en el medio, lo cual disminuye la 
toxicidad del elemento ya que estas sales precipitan disminuyendo su biodisponiblidad 
(Paez-Espino et al., 2009). 
1.2.2 Genes involucrados en la resistencia a arsénico: Operon 
ars 
Uno de los sistemas de resistencia al arsénico más estudiados es el del operón ars que 
puede ser encontrado en cromosomas (Carlin et al., 1995), en transposones (Summers, 
1992) o en plásmidos (Achour et al., 2007; Kaur et al., 1992; Rosen, 1999). Por lo general 
este operón consta de tres (arsRBC) o cinco genes (arsRDABC) organizados en una 
misma unidad transcripcional (Figura 1-3). La expresión del operón está regulada por la 
proteína ArsR, la cual en ausencia de As se une con el promotor formando un dímero y 
previniendo la transcripción. En presencia de arsénico, la afinidad de la ArsR por el 
operador/promotor disminuye permitiendo que se inicie la transcripción (Wu et al., 1993). 
Los genes ubicados downstream permiten la detoxificación de la célula ya que el ArsD es 
una chaperona de As(III) encargada de entregarlo a la ATPasa (ArsA) que es la 
subunidad catalítica de la bomba de extrusión ArsB; adicionalmente, la ArsC es una 
reductasa que transforma el arsenato en arsenito para que la ArsD lo pueda reconocer 
(Figura 1-3) (Stolz et al., 2006). 
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Figura 1-3. Operón arsR de E. coli, plásmido R773. Tomada de Chen et al. (2014). 
 
Debido al sistema de regulación transcripcional llevado a cabo por el gen arsR y su 
promotor, el diseño de biosensores para la detección de arsénico se ha basado en la 
utilización de  este gen junto con diferentes genes reporteros. 
1.2.3 Gen y proteína  arsR/ArsR 
La ArsR es una proteína citosólica de aproximadamente 13 kDa (San Francisco et al., 
1990), conformada por dos monómeros de aproximadamente 117 residuos 
aminoacídicos que tienen una alta afinidad por el promotor arsRDABC (Shen et al., 
2013).  
Es miembro de la familia de proteínas metaloreguladoras ArsR/SmtB, conocida por 
unirse a varios tipos de metales tóxicos (Busenlehner et al., 2003). En general, estos 
reguladores son conocidos por su pequeño tamaño (12-20 KDa), por los motivos metal-
unión, por el dominio wing-helix y por la formación de dímeros. Varios residuos de 
cisteina normalmente median la unión con el metal. La ubicación de estos residuos Cys y 
los motivos específicos son característicos del metal detectado por el regulador 
(Busenlehner et al., 2003). 
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En los estudios realizados por Xu et al. (1997) se demuestra que las proteínas ArsR 
tienen al menos tres dominios altamente conservados (un dominio de unión al metal, un 
dominio de unión al ADN y un dominio de dimerización) en aproximadamente 80 de los 
residuos aminoacidicos que la componen. Estas proteínas  tienen un “brazo” terminal que 
coordina los iones pequeños y tiofilicos como As(III) y Sb(III) con tres residuos de cisteína 
(Busenlehner et al., 2003). Adicionalmente, el  sitio de unión es muy especifico para el 
As(III) y puede discriminar eficientemente este metaloide de los iones fosfato, sulfato, 
cobalto y cadmio (Kostal et al., 2004). En el estudio reportado por Ramanathan et 
al.(1997)  se demuestra la alta afinidad que tiene la proteína por el As(III) , ya que incluso 
10 -15 M de As(III) podrían inducir el promotor ars. En los estudios de Diorio et al. (1995) y 
Shen et al. (2013) se demostró que hay una expresión basal del operon ars en ausencia 
de As(III), y que la inducción del mismo no es observable a concentraciones menores de 
1µg As(III)/L. 
Como se mencionó en la sección anterior, la proteína ArsR regula la expresión del 
operón ars: está proteína en ausencia de As se une con el promotor formando un dímero 
y previniendo la transcripción. Una vez el As(III) ingresa a la célula con ayuda de las 
aquaglicerolporinas, se une a tres tiolatos en un residuo conservado de cisteína en el 
motivo Cys32-Val-Cys34-Asp-Leu-Cys37 (Dominio de unión al ADN) (Chang et al., 2012;  
Stolz et al., 2011) provocando un cambio conformacional (Busenlehner et al., 2003; 
Chang et al., 2012). De esta manera se disocia la ArsR del operador/promotor de ADN 
permitiendo la expresión de los genes ars (Wu et al., 1991; Wu et al., 1993) ( Figura 1-4). 
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Figura 1-4 Union del As(III) al represor ArsR plásmidico de E. coli R773, lo cual resulta en un cambio 
conformacional del represor. El As(III) se une a las Cys 32, Cys 34 y Cys 37 del represor ArsR. Al desenrollar 
la hélice, se interrumpe la unión al ADN, lo que resulta en la disociación del represor desde el sitio operador. 
La disociación del represor induce la expresión génica (Shen et al., 2013). 
Las proteínas ArsR de los plásmidos de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas  
tienen únicamente un 30% de similitud en su secuencia pero en ambos tipos de 
microorganismos son represores sensibles a arsenito, arsenato y antimonio (Cai et al., 
1998; Diorio et al., 1995; Rosenstein et al., 1994; Wu et al., 1991).  
Los estudios realizados por Xu et al. (1996) revelan la secuencia consenso en bacterias 
Gram-negativas de los sitios de contacto del ADN con el gen; esta secuencia es 5’-
TCATNNNNNNNTTTG-3’. 
1.3 Biosensores 
En la actualidad las nuevas aproximaciones en biología molecular y biología sintética 
involucran el diseño y generación de partes biológicas nuevas a partir de componentes 
naturales existentes. Estas partes serán los bloques o bases para la construcción de 
nuevos sistemas biológicos, redes de sistemas en circuitos génicos, vías metabólicas 
sintéticas y sistemas de señalización (Arkin, 2008; Checa et al., 2012; Weber et al., 
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2011). Esta capacidad de diseñar nuevos circuitos y redes ha permitido que en las 
últimas décadas el diseño y elaboración de biosensores avance de manera continua, es 
así que se ha propuesto su uso e implementación en diferentes campos como lo son las 
aplicaciones ambientales (medición de compuestos tóxicos presentes en el ambiente), en 
la industria alimentaria y de fermentaciones (medición de productos de interés industrial). 
 
Un biosensor es un dispositivo biológico que detecta y transmite información acerca de 
un cambio fisiológico o bioquímico en el entorno (Figura 1-5.A), siendo un sistema 
específico, reproducible y sensible que funciona en soluciones opacas y que es portátil 
(D'Souza, 2001).  
 
Tipos de biosensores:  
 
 Biosensores microbianos: Estos biosensores necesitan del crecimiento 
microbiano para su funcionamiento. Como principales ventajas tienen su bajo costo de 
diseño, elaboración y producción. Tienen alta estabilidad del producto final comparados 
con aquellos biosensores que son únicamente proteínas y enzimas. Adicionalmente, los 
microorganismos son fáciles de manipular y presentan más estabilidad en muestras 
ambientales (Park et al., 2013). La respuesta a medir en este tipo de sensores está 
basada en la medición de fluorescencia, luminiscencia, colorimetría y otro tipo de 
medición de los productos metabólicos de los microorganismos (Dong et al., 2002). 
 
 Inmovilización en biomateriales: Este tipo de sensores son altamente selectivos. 
Sin embargo, una de sus principales desventajas es la necesidad de un proceso de 
purificación que es tedioso y costoso. En este sistema se pueden emplear diferentes 
configuraciones de anticuerpos, DNA, RNA, enzimas o proteínas receptoras como 
elementos sensores. En la presencia de los analitos target “diana”, las partes biológicas 
serán convertidas en una respuesta eléctrica u óptica en proporción a la concentración 
del analito de interés (Park et al., 2013). En este tipo de biosensores el material biológico 
se inmoviliza directamente con el transductor, generalmente en membranas o por medio 
de otras técnicas como adsorción, atrapamiento ó  uniones covalentes (D'souza, 1989). 
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  Sensores electroquímicos: son sistemas que ofrecen alta sensibilidad y rápida 
detección. Las especies electroactivas producidas o consumidas por los 
microorganismos son monitoreadas por métodos amperometricos, potenciometricos, 
impedimetricos o conductimetricos (Dong et al., 2002; Luong et al., 2008; Su et al., 2011). 
Sin embargo, a pesar que se postulan como una alternativa viable debido a sus bajos 
límites de detección (0,8 – 7,5 ng/L) (Gao et al., 2013; Salaün et al., 2012), son métodos 
costosos, de procedimientos extensos y tediosos y que aún requieren de personal 
altamente calificado para su realización (Kaur et al., 2015). 
1.3.1 Principios generales de los biosensores microbianos 
Desde el estudio realizado por King et al. (1990) en donde se reporta el primer biosensor 
bacteriano para naftaleno, se ha aumentado el número de biosensores diseñados para 
monitorear un amplio rango de contaminantes ambientales como lo son los metales 
pesados, derivados de benceno, pesticidas e hidrocarburos aromáticos policíclicos.   
 
Los microorganismos tienen varias ventajas que les permiten ser utilizados para el diseño 
y fabricación de biosensores: 1) son capaces de metabolizar un amplio rango de 
compuestos químicos, 2) permiten de manera relativamente sencilla realizar 
modificaciones genéticas mediante mutaciones o recombinación de ADN y 3) sirven 
como una fuente económica de enzimas intracelulares (Castillo et al., 2004; D'Souza, 
2001; Rogers, 1995). 
El diseño de estos dispositivos está basado en la utilización de un plásmido construido 
donde los genes que codifican para un gen reportero están ubicados bajo el control de un 
promotor que reconoce el analito de interés dando como respuesta un cambio medible y 
cuantificable, por ejemplo, por emisión de luz (Figura 1-5.B) (Checa et al., 2012; Merulla 
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Las plataformas de bioreporteros bacterianos consisten básicamente en tres módulos 
(Figura 1-5) (Checa et al., 2012; Wang et al., 2013):  
 
1. Módulo sensor: es aquel que reconoce la señal y es el responsable de la selectividad 
y sensibilidad del sensor a ensamblar (Marchisio et al., 2011; van der Meer et al., 
2010). Los reguladores que responden a iones de metales pesados y a metaloides 
son ampliamente usados en el desarrollo de este tipo de biosensores, la mayoría de 
ellos está basado en dos familias de metaloreguladores MerR y SmtB/ArsR. 
2. Módulo transductor: Es aquel que transmite la señal detectada al modulo reportero. 
La interacción de la señal con el modulo sensor afecta la habilidad del modulo de 
unión al ADN (o regulador transcripcional) para promover o reprimir la transcripción 
del modulo reportero.  
3. Módulo reportero: Es aquel que produce la respuesta a medir, como lo son por 
ejemplo fluorescencia, luminiscencia o color. 
 
Figura 1-5. Plataformas de biosensores bacterianos diseñados. A) Las bacterias han sido diseñadas para 
acoplar la detección de una perturbación física o química a la producción de un reportero de salida 
cuantificable; B) Representación de las dos vías de transducción de señales bacterianas comúnmente 
utilizadas. Adaptado de Checa et al. (2012). 
 
Las dos vías de transducción de señales comúnmente utilizadas en los biosensores 
bacterianos son (Figura 1-5 B): 1) la proteína del modulo sensor detecta la señal (analito) 
en el citoplasma y alostericamente modifica el dominio de sitio de unión al ADN con el fin 
de activar o reprimir la expresión de los reporteros; o 2) un sensor histidina-quinasa unido 
a membrana que detecta la señal en el medio y las transduce por fosforilación al 
regulador transcripcional; como resultado se regula la expresión de los genes reporteros. 
B) A) 
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1.3.2 Biosensores para la detección de arsénico 
Debido a la alta toxicidad del arsénico y a los problemas mencionados anteriormente, 
varios grupos de investigación alrededor del mundo han propuesto métodos alternativos 
para la medición del arsénico utilizando sistemas biológicos como los biosensores y 
bioreporteros (Castillo et al., 2004; Chen et al., 2014; de Mora et al., 2011; Merulla et al., 
2013).  
 
En el diseño de los biosensores para la detección de arsénico se ha utilizado 
esencialmente el mecanismo de regulación del gen arsR junto con su operador 
(sección1.2.3) (Tabla 1-2), unidos a un gen reportero que permite cuantificar la respuesta 
emitida (Figura 1-6) encontrándose que la cantidad de proteína reportera producida es 
proporcional a la concentración de arsénico en la muestra (Merulla et al., 2013). 
 
 
Figura 1-6. Representación de un circuito básico de un biosensor para la detección de arsénico. Adaptado 
de Merulla et al. (2013). 
Hasta el momento, los biosensores diseñados para la detección de arsénico Tabla 1-1 
han utilizado genes reporteros como lacZ, lux y gfp principalmente. Sin embargo, las 
desventajas de estos reporteros es que requieren sustratos adicionales y/o ATP para la 
producción de señal, son más costosos a la hora de implementarlos debido a que 
necesitan equipos que sean capaces de medir la respuesta emitida y en algunas 
ocasiones no se ha obtenido una respuesta lineal respecto a la concentración de As en la 
muestra. 
Se han realizado estudios en donde se buscan reporteros novedosos, que sean visibles 
sin necesidad de un equipo de detección específico o “al ojo desnudo” (Qing Hu, 2010; 
Yoshida & Inoue, 2008), siendo esta una alternativa adecuada para el uso en campo y 
Promotor Gen  
regulador 
Sitio de  
Unión 
ArsR   
Gen  
reportero 
Terminador Sitio de  
Unión al 
ribosoma  
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que no requiere personal capacitado. Sin embargo, los resultados en este campo aún 
son limitados ya que se requieren aditivos en el medio como el IPTG (Ramanathan et al., 
1998) que son costosos, o los microorganismos hospederos son de crecimiento lento 
como Rhodopseudomonas sp. (Yoshida et al., 2008). 
Adicionalmente, uno de los principales inconvenientes que se presentan a la hora de 
diseñar y ensamblar un biosensor es la cantidad de expresión basal del reportero en 
ausencia de As. Es por esto, que Stocker et al. (2003) propusieron adicionar una 
segunda copia del sitio de unión ArsR-ADN ubicada entre el gen arsR y el gen reportero. 
Esta adición resultó en una disminución de la expresión basal del gen reportero y 
disminuyo el tiempo de respuesta del sensor entre 3 y 5 veces comparado con el sensor 
sin el sitio de unión adicional. 
Una vez diseñado y ensamblado el biosensor, siguen las pruebas en campo. Con este 
fin, el estudio realizado por Petänen et al. (2002) utilizó un biosensor de As construido en 
Pseudomonas fluorescens OS8 (pTPT31) que emite fluorescencia como respuesta para 
determinar As en muestras de suelo. Este sensor tuvo un rango de detección útil similar a 
los métodos químicos. Adicionalmente una de las ventajas de este dispositivo es que P. 
fluorescens OS8, al ser una bacteria de suelo, tendría una ventaja en el momento de la 
adaptación a las medidas in situ bajo condiciones naturales.  
Por otro lado, se comienza a estudiar la aplicación de los sistemas desarrollados. Es así 
que ya se encuentra el primer diseño de un kit para mediciones en campo conocido como 
biosensor ARSOlux, este biosensor utiliza como célula hospedadora E. coli DH5α-2697 y 
el constructo está basando en la utilización del arsR junto con su promotor controlando la 
expresión de los genes luxCDABE. Este dispositivo se encuentra en fase de prueba y ha 
demostrado ser óptimo en campo ya que es posible analizar 160 muestras por día, lo 
cual es una valor alto comparado con las 60 muestras diarias que se pueden analizar 
empleando kits comerciales (Siegfried et al., 2012) 
Como alternativa al sistema anteriormente mencionado, se han realizado otras 
aproximaciones como lo son un biosensor en fase solida que fue diseñado por Siddiki et 
al. (2011) en el cual el complejo trans-cis (arsR- reportero) del GFP-marcado fue 
inmovilizado en la superficie de una microplaca. La disociación del complejo es inducida 
por la unión del As(III). En este sistema las muestras de agua pueden ser directamente 
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adicionadas, y el arsénico puede ser cuantificado con fluorescencia midiendo el GFP-
marcado liberado. En el estudio se reportó un límite de detección de 5 μg As(III)/L en 
aguas purificadas. Este sistema es una alternativa adecuada para la medición in situ 
usando el sistema liofilizado en la fase sólida y es portátil. Sin embargo, unas de sus 




Tabla 1-1. Características de los biosensores de arsénico con sus límites de detección, periodos de inducción y limitantes. 
Descripción del biosensor 
Limite de 
detección 









Biosensores que emplean luciferasa como sistema reportero 
S.aureus RN4220 (pT0021): 
constructo arsR- lucFF 
7,7 2 
Baja sensibilidad y bajo coeficiente de 
inducción. Necesita la adición de sustrato 
y las medidas son dependientes de O2 
(Tauriainen et al., 1997)  
E.coli LF20012: constructo 
arsB- luxAB 
10 1 
Interferencia con los iones fosfato, no hay 
rango de detección lineal 
(Cai et al., 1997)  
E.coli MC 1067 (pT0031): 
constructo arsR- lucFF 
7,7 1,5 
Rápido decaimiento de la luminiscencia 
en el ensayo in vitro; alta fluorescencia 
como expresión basal;  pH óptimo 
variable tanto para el crecimiento del 
constructo como para la producción de 
luminiscencia  
(Tauriainen et al., 1999)  
E.coli DH5α: constructo 
pJAMA-arsR-ABS-
luciferasa 





Efecto de los componentes de las aguas 
subterráneas en la producción de 
luminiscencia, posibilidad de falsos 
positivos y negativos. 
(Trang et al., 2005) 
S.cerevisiae pdr5Δ: 
constructo luxAB 
0,0007 1 Baja estabilidad genética (Bakhrat et al., 2011)  





Limite de detección muy alto, se hace 
necesario un medio complejo, no es 
especifico 
(Ranjan et al., 2012) 
E.coli DH5α: constructo 
pASPW2-arsR-luxCDABE 
0,74 2 
Alta interferencia con Antimonio, difícil 
mantenimiento del cultivo bacteriano 
(Sharma et al., 2013)  
E.coli constructo arsR:luc 3,75 2 
Necesidad de lisis celular para tener 
señal de fluorescencia 
(Hou et al., 2014) 
E.coli JM109 
Constructo:arsR-luxA 
0,7 0,5 No se obtuvo respuesta lineal (Ramanathan et al., 1997) 
Biosensores que emplean lacZ como sistema reportero 
E.coli JM109 : arsR- lacZ 7,7 0,5 
Es necesario lisar las células para 
cuantificar el reportero, adición de 
sustratos costosos 
(Ramanathan et al., 1998) 
E.coli JM109 (R773): 
constructo arsR-lacZ 
7,7 17 
Alta expresión basal, baja sensibilidad, 
baja especificidad 
(Scott et al., 1997) 
E.coli DH5α (pMV-arsR-
ABS): constructo arsR con 
un segundo sitio para arsR-
lacZ  
8 1 
Largo periodo de crecimiento, análisis 
semi-cuantitativo 
(Stocker et al., 2003)  
Esporas de B.subtilis 
(ars23) constructo: arsR- 
lacZ 
12 12 
Bajo límite de detección, tiempo de 
germinación de esporas prolongado 
(Date et al., 2007) 
E.coli JM109 constructo: 
arsR-ureasa y arsR-lacZ 
5 5 
Análisis semi-cuantitativo, interferencia 
con  microorganismos degradadores de 
urea 
(Aleksic et al., 2007)  
E.coli DH5α cepa 2245 
constructo: arsR-lacZ 
0,2 22 
Posibles interferencias con los iones 
bicarbonato, largo tiempo de incubación 
(Wackwitz et al., 2008)  
E.coli 1971, 1981 y 1982 
constructo: arsR-ccp 
4 4 
Posibles interferencias con los iones 
bicarbonato 
(Wackwitz et al., 2008)  





Interferencia por los iones bicarbonato, la 
respuesta es prolongada en células que 
han sido congeladas 
(Joshi et al., 2009)  
Esporas de B.subtilis 
(ars23) constructo: arsR-
lacZ 
7,7 2,5 Se requiere optimizar medio para esporas (Date, Pasini, Sangal, et al., 2010)  
Esporas de B.subtilis 
(ars23) capturadas en una 
plataforma microfluidica 
constructo: arsR-lacZ  
7,7 3 Inadecuado para medición in situ (Date, Pasini, & Daunert, 2010) 
E.coli DH5α  plásmido pMV 
arsR:ABS 
10 2 
Efecto del fosfato y otros residuos 
industriales sobre la señal 
(Ivanina et al., 2009)  
E.coli JN109-pSB1A2-
BBa_J15501 constructo: 
arsR-lacZ y gen xileno 
50 24 
Largo periodo de respuesta, interferencia 
por iones bicarbonato, alta posibilidad de 
falsos positivos 
(de Mora et al., 2011) 
E.coli constructo:arsD-lacZ 100 0,5 
Bajo limite de detección, no se menciona 
la interferencia por parte de otros metales 
(Chiou et al., 2011)  
E.coli DH5α constructo: 
arsR-ABS-RBS-lacZ 
0,8 4,23 
Riesgo de contaminación del electrodo y 
perturbación con el uso repetido 
(Cortés-Salazar et al., 2013)  
Biosensores que emplean green fluorescent protein (gfp) como sistema reportero 
E.coli pIRC140 constructo: 
arsR-gfp 
1 12 
Largo periodo de inducción, no se obtuvo 
respuesta lineal, alta expresión basal 
(Roberto et al., 2002)  
E.coli DH5α constructo: 
arsR-gfp 
7,7 1 
Baja sensibilidad comparada con el 
sensor de luciferasa 
(Stocker et al., 2003) 
E.coli DH5α (pVLASI) 
constructo: arsR-gfp 
30 2 
Altas concentraciones de sales, fosfatos, 
silicatos y condiciones de pH disminuyen 
la fluorescencia, alta expresión basal, 
interferencia de otros metales con la 
expresión del gfp 
(Liao et al., 2005) 
E.coli constructo: 3 copias 7,5 5 Alta expresión basal. (Tani et al., 2009)  
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arsR- gfp 
E.coli DH5α constructo: 
arsR-pUC18- yfp 
615 2 
Bajo limite de detección, requiere 
instrumentos y quipos sensibles 
(Hu et al., 2010) 
ArsRCis-gfp trans 5 0,66 
Protocolo tedioso, la presencia de iones 
de Ca interfiere con la señal fluorescente 
(Kawakami et al., 2010)  
E.coli constructo: arsR-egfp 10 3,33 
Tiempos prolongados de almacenamiento 
causan decrecimiento en la señal 
fluorescente. No permite ser almacenado 
por largos periodos de tiempo 
(Buffi et al., 2011) 
ArsRCis-gfp trans, fase 
sólida 
5 0,5 
No especifico, resultados variables en 
condiciones de agua dura 
(Siddiki et al., 2011)  
Biosensores que emplean otros sistemas reporteros 
Rhodopseudomonas 
palustris 711 constructo: 
arsR con dos sitios de unión 
-crtI 
rango 
entre 10 y 
50 
24 
Se requiere una adecuada concentración 
de sales en el medio, el cambio de color 
es dependiente del oxigeno disuelto en el 
medio. Largo periodo de inducción. 
Necesario cultivo anaeróbico. 
Interferencia con iones de hierro. Baja 
sensibilidad a iones arsenato 
(Yoshida et al., 2008) 
Nota: Adaptada y modificada de (H. Kaur et al., 2015) 
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Durante las últimas dos décadas la construcción de biosensores para la detección de As 
a aumentado de manera exponencial, se han sido diseñado numerosos dispositivos 
Tabla 1-1 utilizando los diseños de biosensores Whole-cell y Cell-free. Sin embargo, 
como se discutió previamente, su aplicación ha tenido inconvenientes como lo son los 
límites de detección, tiempos de detección, especificidad, costos de producción elevados 
y la necesidad de equipos costosos para la operación en campo. La mayoría de estos 
biosensores aun se encuentran en fase de investigación y hasta el momento no se 
observan iniciativas de uso comercial (Chen et al., 2014). Por lo tanto, las posibilidades 
para la mejora y desarrollo de estos dispositivos aún son necesarias y se requiere de 
diseños eficientes, económicos y fáciles de implementar en campo, que estén 
encaminados a una real aplicación con el fin de solucionar un problema de salud pública. 
1.3.3 Genes reporteros 
Un gen reportero es definido como una secuencia de nucleótidos que, cuando es 
introducida en un sistema biológico, produce un fenotipo fácilmente medible y 
cuantificable una vez ocurre la expresión del gen. Esto permite relacionar la expresión 
genética con la respuesta emitida (Wood, 1995). Debido a la facilidad de manipulación y 
ensamblaje de estos genes, se han desarrollado diferentes tipos de biosensores los 
cuales utilizan los reporteros como marcadores o respuesta de diferentes variables como 
lo son por ejemplo el crecimiento celular o la medicion de toxinas como el naftaleno, 
biocidas, hidrocarburos aromáticos policíclicos, metales y solventes entre otros (D'Souza, 
2001; Fabricant et al., 1995; Ghim et al., 2010; Heitzer et al., 1992; Miraglia et al., 2011; 
Preston et al., 2000; Sayler et al., 1999; Van Dyk et al., 1994). 
En las últimas decadas se han encontrado diferentes tipos de genes reporteros. Cada 
uno emite un tipo de señal diferente, razón por la cual las ventajas y desventajas 
dependen del tipo de gen seleccionado. En la Tabla 1-2 se pueden observar algunos de 
los genes reporteros comunmente utilizados con sus respectivas ventajas y desventajas. 
A continuación se describen algunos usos específicos en biosensores descritos para 
estos genes reporteros. 
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Tabla 1-2.Genes reporteros comúnmente utilizados para el diseño de biosensores. 
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β-Galactosidasa (Lac Z) 
 
El primer reporte del gen lacZ como reportero fue en 1980 por Casadaban et al. (1980) 
La proteína codificada por este gen es la β-galactosidasa, la cual es responsable por la 
hidrólisis de la lactosa a galactosa y glucosa. Esta enzima es altamente inespecifica y 
puede hidrolizar sustratos diferentes a la lactosa como por ejemplo los cromogenos o-
nitrofenol, X-gal y S-gal, los cuales producen precipitados de color amarillo, azul y negro, 
respectivamente (Ford et al., 1996).  Este gen reportero ha sido candidato para su uso en 
biosensores debido a que permite una detección reproducible y cuantitativa por 
diferentes vias: 1) Transducción de señales basadas en la  actividad β-gal: este 
mecanismo se lleva a cabo a traves de la polarizacion electroquimica del ρ-aminofenol 
(PAP) producido por la acción enzimatica a partir del ρ-aminofenil β-D galactopiranosido 
(PAPG); y 2) por medio de la  reacción enzimática con el X-gal, produciendo una 
respuesta colorimétrica (Kaur et al., 2015).  
 
Un ejemplo de su uso en biosensores para la detección de As, es el estudio realizado por 
Scott et al. (1997) donde se reporta un constructo (arsR+lacZ) utilizando E. coli JM109 
como célula hospedadora. En este dispositivo se requiere de la lisis celular para 
cuantificar la respuesta emitida y se optimizó para realizar lecturas electroquímicas de la 
señal. Sin embargo, el sistema tiene problemas con la sensibilidad ya que se genera una 
alta expresión basal lo cual genera errores de lectura. Adicionalmente, el biosensor 
responde a  otros iones como los de bismuto, nitrato, sulfato, fosfato y carbonato.  
 
Luciferasas 
Las luciferasas son proteinas que generan luminiscencia y son categorizadas 
generalmente como eucariotas o procariotas dependiendo de su origen. La luciferasa de 
luciernaga – LUC, clonada en 1985 (de Wet et al., 1985) es uno de los reporteros 
comunmente usados (de Wet et al., 1987) ya que esta categorizado como el sistema de 
expresion y regulación genica más sensible y simple. Sin embargo, este sistema requiere 
de la adición de un sustrato costoso para el monitoreo y medición de la actividad 
reportera, p.e. luciferina.  
Este reportero se ha utilizado en biosensores para la detección de As debido a que es el 
reportero mas sensible de los ensayados (Kaur et al., 2015). En el estudio realizado por 
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Tauriainen et al. (1997) se utilizó el gen de luciferasa de Photinus pyralys (lucFF) que es 
expresado bajo el control del operon ars de S. aureus- plásmido P1258 y se utilizaron 
tres celulas hospedadoras diferentes (S. aureus RN4220, B. subtilis BR151 y E. coli 
MC1061). Al finalizar el estudio se encontró que el constructo realizado en S. aureus fue 
el más sensible de los tres demostrando limites de detección de 7,5 μg/L, 4,03 μg/L y 37 
μg/L de arsenito, antimonio (III) y cadmio, respectivamente. 
 
Proteínas fluorescentes y cromoproteinas  
 Green fluorescente protein 
Tal vez la proteina más conocida dentro de este grupo es la GFP. Esta fue aislada 
originalmente de la medusa Aequoria victoria (Morin et al., 1971). Sin embargo, este gen 
no fue clonado sino dos decadas después, en un estudio que mostró que el gen GFP es 
funcional tanto en sistemas procariotas (ej.: Escherichia coli) como en sistemas 
eucariotas (ej.: Caenorhanditis elegans) (Amsterdam et al., 1996). Una de las principales 
ventajas de este gen reportero es que no necesita adición de sustratos. Por otro lado, 
hay cerca de 10 diferentes colores de respuesta incluyendo el amarillo, azul y rojo 
(Gurskaya et al., 2001; Miyawaki et al., 2012; Shaner et al., 2004). 
Contrario a lo que ocurre con las luciferasas, las cuales no son funcionales sin un 
huesped viable, las proteinas fluorescentes son generalmente estables y continuan 
emitiendo fluorescencia tiempo después de que el huesped muere. Adicionalmente, el 
fluoroforo generado por la GFP salvaje necesita ser producido por un proceso natural que 
puede tomar hasta dos horas, sin embargo, se han diseñado mutantes que emiten 
respuesta despues de 5 minutos (Heim et al., 1995). 
Su uso en biosensores para la detección de As se ha propuesto debido a la ventaja de 
que no requiere sustratos como los sistemas diseñados con genes lux y lacZ. Roberto et 
al. (2002) reportaron la construcción de un biosensor construido en E. coli (p1 RC1140) 
que tenia el gen arsR junto con su promotor regulando la expresion del gen gfp de 
Aequorea victoria. Este sensor tuvo una respuesta estable después de un periodo de 12 
horas de inducción con un límite de detección de 1 μg/L. Sin embargo, no se obtuvo una 
respuesta lineal en concentración entre 1 μg/L y 10 μg/L. 
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Cromoproteínas 
Las proteinas tipo GFP pueden ser divididas en dos grupos: las 1) proteinas 
fluorescentes (sección anterior) y las 2) no-fluorescentes o debilmente fluorescentes, 
conocidas también como cromoproteínas.  
Como regla general las cromoproteínas requieren de un grupo prostético: una molécula 
pequeña no peptídica o un ion metálico que se une a la proteína y es esencial para las 
propiedades cromógenas de la misma (Lukyanov et al., 2000). Sin embargo, en 
comparación con otros pigmentos naturales, las cromoproteínas tipo-GFP son inusuales 
ya que ellas pueden formar cromoforos internos sin la necesidad de co-factores 
adicionales, catálisis enzimáticas externas u otros sustratos aparte del oxigeno molecular 
(Heim et al., 1994). Estas ventajas incluyen la habilidad de formar cromoforos en 
organismos vivos, tejidos o células (Verkhusha & Lukyanov, 2004). Tal vez una de las 
características más importantes de este tipo de cromoproteínas sea su variedad de 
colores, que pueden ser clasificados en 4 grupos principales: GFPs, FPs amarillas 
(YFPs), FPs rojas(RFPs) y las no-fluorescentes que tienen tonalidades desde el naranja 
al azul (Verkhusha & Lukyanov, 2004). 
Los diferentes colores de estas proteínas se originan a partir una unidad fluorescente que 
se genera en el interior de la cadena polipeptidica (Figura 1-7) (Wachter, 2006). El 
cromóforo se deriva de una única modificación post-transcripcional autocatalítica de tres 
aminoácidos consecutivos (XYG) en la secuencia primaria, iniciado por un cerramiento 
dentro de la cadena formando un anillo, que permite la formación de un grupo ciclopentil 
(heterociclo de 5 miembros) a partir de los átomos del polipeptido original. La 
composición aminoacídica del residuo de tres miembros es la que determina el color y 
propiedades de la cromoproteína y, a pesar que el primero de estos tres aminoácidos 
puede cambiar (Gln, His, Lys, etc), el segundo y tercer aminoácido son constantes 
(Remington, 2006; Wilmann et al., 2005). La maduración completa del cromoforo requiere 
de procesos adicionales que ocurren espontáneamente (Miyawaki et al., 2012; Wachter, 
2006). 
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Figura 1-7. Estructuras químicas de los cromoforos de las proteínas tipo-GFP: a) GFP, b) DsRef, c) amarilla 
Zoanthus, d) tipo Kaede. Tomado de (Wachter, 2006). 
 
Algunas proteínas tipo-GFP han sido modificadas genéticamente para su uso en 
biosensores principalmente en el campo de la biomedicina y con el fin de monitorear los 
cambios en el ambiente intracelular. Por ejemplo, se ha utilizado estas proteínas con 
modificaciones genéticas con el fin de utilizarlas como sensores del pH intracelular 
(Scharnagl et al., 1999) o para determinar el potencial redox mitocrondial (Hanson et al., 
2004). 
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iGEM (Por sus siglas en ingles, International Genetically Engineered Machine 
competition) es una fundación dedicada a la educación, competición y desarrollo de la 
biología sintetica. Su programa líder es la competición en biología sintetica que se lleva a 
cabo anualmente desde el 2004 (https://www.igem.org/Main_Page). El equipo competidor 
de la Universidad de Uppsala creó una colección de cromoproteínas como parte de su 
proyecto en el 2012 (Figura 1-8) (iGEM, 2012). Estas cromoproteínas son responsables 
de la coloración en corales y anemonas de mar (Alieva et al., 2008). El pigmento 
expresado puede ser visto “al ojo desnudo” sin necesidad de un equipo adicional, 
convirtiéndolas en una herramienta útil y alternativa para su uso en biosensores. Sin 
embargo, hasta la fecha no se ha reportado ningún estudio que las emplee como genes 
reporteros, lo cual genera una falta de información acerca de su comportamiento bajo 
diferentes condiciones como proteínas reporteras. 
 
 
Figura 1-8 . Biomasa celular de E. coli expresando algunas de las cromoproteínas de la colección creada por 




2.1 OBJETIVO GENERAL 
Diseñar un biosensor para la detección de As en aguas. 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Amplificar y secuenciar regiones que codifican para el regulador arsR de bacterias 
autóctonas de Colombia resistentes a arsénico. 
 
 Ensamblar constructos del gen arsR con un gen reportero para el diseño de un 
biosensor para la detección de arsénico. 
 





3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Microorganismos 
Los microorganismos cultivables empleados en el proyecto pertenecen al grupo de 
investigación del Laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada del Departamento de 
Química de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogotá y se encuentran 
conservados a -20°C y -80°C en 20 % glicerol. 
Al inicio del proyecto de investigación se contó con un grupo de microorganismos 
provenientes de orígenes diferentes: 
A) Microorganismos resistentes a arsénico recuperados de dos zonas geográficas de 
Colombia: 1) sabana de Bogotá en la finca La Pradera, en el centro agropecuario de 
Marengo (Torres, 2008) y 2) Departamento del Cesar en el municipio Agustín 
Codazzi (Carrillo, 2012). Las 18 cepas utilizadas se seleccionaron según los 
resultados obtenidos en el estudio “Identificación de genes involucrados en la 
transformación y resistencia a arsénico en microorganismos recuperados de zonas 
de Colombia con la presencia del metal” (Carrillo, 2012), teniendo como criterios de 
selección el crecimiento en medio suplementado con arsénico y la presencia del gen 
arsB. 
 
B) Once clones de Escherichia coli EPI300-T1® con ADN metagenómico de muestras 
provenientes de la sabana de Bogotá y resistentes a arsénico y a cloranfenicol, 
provenientes del estudio “Búsqueda de genes de resistencia a arsénico en el 
metagenoma microbiano de la sabana de Bogotá” (Latorre, 2014). 
 
C) Tres cepas control de E. coli solicitadas al CGSC (Coli Genetic Stock Center, USA). 
Como control positivo fueron utilizadas las cepas E. coli MG1655 y E. coli W3110 
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(Carlin et al., 1995), las cuales tienen resistencia cromosómica a arsenato debido a 
la presencia del operón ars; y como control negativo se utilizó la cepa E. coli 
AW3110, la cual tiene una mutación en el operón ars que le confiere un fenotipo de 
susceptibilidad a arsénico (Carlin et al., 1995). 
3.2 Medios de cultivo 
Para el cultivo de los microorganismos obtenidos a partir de muestras de la Sabana y 
Cesar se utilizó el medio de cultivo TSA (Trypticase Soy Agar) y/o TSB (Trypticase Soy 
Broth) (Anexo A.1). 
Para el cultivo de E. coli se utilizó el medio Luria- Bertani (LB) (Anexo A.2) suplementado 
con el antibiótico de interés (ver concentraciones de los antibióticos en el  Anexo A.3) y 
diferentes concentraciones de arsénico según fuera necesario: As(III), 0,75 μg/L – 74.920 
μg/L; y As(V), 75 μg/L – 750.000 μg/L.  
3.3. Amplificación y secuenciación de regiones que 
codifican para el regulador ArsR de bacterias 
autóctonas de Colombia resistentes a arsénico 
El esquema a continuación Figura 3-1 muestra el procedimiento general utilizado para la 
amplificación y secuenciación de los genes arsR que codifican para el regulador ArsR de 
las bacterias autóctonas de Colombia. Las siguientes sub-secciones explican los 

































Figura 3-1. Procedimiento general utilizado para la amplificación y secuenciación de los genes arsR que 
codifican para el regulador ArsR de las bacterias autóctonas de Colombia. 
Bacterias resistentes a arsénico provenientes 
del Cesar y Sabana de Bogotá 
Clones provenientes de estudios 
Metagenómicos 
Diseño de Primers 
Amplificación de la región seleccionada (promotor y gen arsR) 
Secuenciación del producto amplificado (Macrogen Corea) 
Técnica del Polimorfismo de Conformación de Cadena Sencilla (SSCP) 
Corte y extracción de bandas 
Secuenciación del producto amplificado (Macrogen, Corea) 
Diseño de primers con sitios de corte 
para enzimas de restricción 
Secuenciación del producto amplificado (Macrogen, Corea) 
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3.3.1 Reactivación de bacterias resistentes a arsénico y 
extracción de ADN 
Las bacterias y clones resistentes a arsénico fueron reactivadas a partir de crioviales con 
20 % glicerol, almacenados a -20 °C y -80 °C. Las cepas fueron inoculadas en medio 
TSB e incubadas durante 48 h a 37 °C y 200 rpm. A partir de este cultivo se hicieron 
pases a medio TSA suplementado con arsenito de sodio (1 mM) y arsenato de sodio (20 
mM) para corroborar la resistencia de las cepas al metaloide a evaluar. Posteriormente, 
se realizaron cultivos en medio TSA y una vez obtenidas colonias, se realizó un pase a 
medio liquido TSB incubando durante 24 horas a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugó durante 
10 minutos a 8500 rpm el cultivo y se realizó la extracción de ADN genómico utilizando el 
método enzimático propuesto por (Andrews et al., 1996) y descrito en el Anexo B.1. 
3.3.2 Diseño de primers 
Para el diseño de los primers para amplificar el gen arsR de las cepas provenientes del 
Cesar y de la Sabana de Bogotá, se realizó una búsqueda bioinformática en los sitios 
web del NCBI (por sus siglas en inglés: National Center for Biotechnology Information) y 
del EBI (por sus siglas en inglés: European Bionformatics Institute) para obtener 
secuencias reportadas para el gen arsR y su promotor. Se analizaron las secuencias 
realizando arboles filogenéticos mediante el programa Mega 6 (Tamura et al., 2013). A 
partir de la información obtenida se decidió diseñar primers específicos para los géneros 
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Tabla 3-1). Para esto, se utilizaron las secuencias de 
cada uno de los géneros y se realizaron alineamientos múltiples utilizando los programas 
Mega 6 y T-Coffee (Notredame et al., 2000) para determinar las regiones conservadas 
del gen. Una vez obtenida la secuencia consenso, se utilizó el programa Primer 3plus 
(Untergasser et al., 2007) para diseñar los primers de interés (Bacillusesp y 
Pseudomonasesp, Tabla 3-1). Adicionalmente, se tuvieron en cuenta los sitios en donde 
no había match (emparamiento) para de esta forma diseñar primers degenerados 
(Bacillusdeg y Pseudomonasdeg, Tabla 3-1). 
Se diseñó un set de primers específicos (Ecoliesp, Tabla 3-1) sobre la secuencia de 
referencia del genbank de las cepas control resistentes a arsénico E. coli W3110 
(AP009048.1) y E. coli MG1655 (NC_000913.3). 
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Para el diseño de los primers utilizados en los clones obtenidos del estudio 
metagenómico (Ecolimetag, Tabla 3-1) se partió de las secuencias del gen arsR 
resultantes de dicho estudio (Latorre, 2014) y sobre estas se buscaron regiones fuera del 
gen (región previa al promotor arsR y región inicial del gen arsB) para diseñar los primers 
teniendo en cuenta que el objetivo era amplificar tanto el gen arsR como su promotor. 
Adicionalmente se diseñaron primers que contenían las secuencias específicas para el 
reconocimiento de las enzimas de restricción EcoRI y SpeI junto con una cola poli-GC 
para mejorar la eficiencia de las posteriores digestiones y que de esta manera las 
enzimas de restricción puedan cortar correctamente (Metag sitios de corte,Tabla 3-1). 











222 pb arsR 
R: 5´-AGCAGCTACCTTTGCCTGTT- 3´ 
Bacillusdeg 
F: 5´-TTTGYCAGCGVGGNCAGAC-3´ 








178 pb arsR 
R: 5´-AGRCGGTARTASACCCAYT-3´ 
Ecoliesp 
F: 5´-CCGCTTCGAAGAGAGACACT- 3´ 






promotor R: 5´-ACTCCAGCCGATGCCTAAAC-3´ 





promotor R: 5´-GCGCGACTAGTACTCCAGCCGATGCCTAAAC-3´ 
*nota: los sitios de corte generados fueron: forward (F), EcoRI; reverse (R), SpeI (letras en gris); Las letras en 
negrilla indican las posiciones degeneradas en los primers diseñados. 
3.3.3 Amplificación y secuenciación del gen arsR y promotor 
Para la amplificación del gen arsR y su promotor se utilizaron los primers diseñados 
previamente (Tabla 3-1) y como ADN molde se utilizó el ADN genómico extraído 
previamente de las 18 cepas del Cesar y de la Sabana de Bogotá, y de los 11 clones 
metagenómicos. Los reactivos utilizados para la reacción de PCR (por sus siglas en 
inglés: Polymerase Chain Reaction), sus concentraciones finales están indicados en la 
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Tabla 3-2 y las condiciones empleadas para la amplificación se encuentran en la Tabla 
3-3. Se utilizó un termociclador para la amplificación por PCR (C1000TM Thermal cycler, 
BioRad). Todas las reacciones fueron evaluadas en electroforesis de gel de agarosa al 1 
% en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de 
ácidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 100 V durante 60 min, y como marcador de 
utilizo el HypperladerTM 100 bp IV® (Bioline). 





EN REACCIÓN DE PCR  
Buffer enzima Taq 10X 1X 
MgCl2 50 mM 1,5 mM 
dNTP´s 10 mM 0,2 mM 
Primer Forward 10 µM 0,5 µM 
Primer Reverse 10 µM 0,5 µM 
Taq polimerasa (Biolase 
DNA pol. ®Bioline) 
5 U/µl 1 U/µl 
Nota: reacción realizada en 25 µl de volumen total. 
 






































































30 689 pb 












30 689 pb 
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Los productos de amplificación fueron purificados utilizando el kit comercial Ultraclean® 
PCR clean Up kit (MO BIO) y se secuenciaron comercialmente (Macrogen-Corea) 
usando el método de secuenciación de Sanger. 
Debido a la baja calidad de los resultados obtenidos en la primera secuenciación de 
Sanger y a que en algunas ocasiones se vieron dos bandas amplificadas, se decidió 
emplear la técnica del SSCP (del inglés, Single-Strand Conformational Polymorphism) 
(Anexo B.5) con el fin de observar la conformación que tomaba cada una de las hebras 
del producto amplificado. Una vez implementada esta técnica con los productos de PCR 
obtenidos previamente, se realizó un corte de bandas siguiendo el protocolo propuesto 
por (Dohrmann et al., 2004) (Anexo B.6). 
Sobre el ADN recuperado se realizó nuevamente una PCR con los primers denominados 
Ecolimetag y el producto de esta amplificación fue evaluado siguiendo el procedimiento 
de electroforesis y secuenciación mencionado anteriormente para las cepas resistentes a 
arsénico. 
Una vez confirmada la secuencia tanto del gen arsR como de su promotor, se procedió a 
amplificar nuevamente esta secuencia utilizando los primers diseñados con los sitios para 
el reconocimiento de las enzimas de restricción EcoRI y SpeI (Tabla 3-1) utilizando como 
ADN molde el ADN genómico del clon M19. El producto de amplificación fue verificado en 
electroforesis de gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe 
(Invitrogen) como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V 
durante 90 min y como marcador de utilizo el  HypperladerTM 100 bp IV® (Bioline). 
3.4 Ensamblaje de los constructos del gen arsR con el 
gen reportero 
La Figura 3-2 muestra un esquema con el procedimiento general utilizado para el 
ensamblaje del gen arsR y el gen reportero para el diseño del biosensor para la 
detección de arsénico. Las siguientes sub-secciones explican los procedimientos 
detallados realizados para este fin. 
40             Diseño de un biosensor para la detección de Arsénico 
 
 
Figura 3-2. Metodología general para el ensamblaje del biosensor. Adaptado del protocolo del Biobrick 
assembly kit® (New England Biolabs inc). 
 
3.4.1 Selección del gen arsR para ensamblaje del biosensor 
Debido a que en las amplificaciones por PCR se observaban dos bandas, una alrededor 
de los 700 pb y la otra alrededor de los 900 pb, y a que al realizar la secuenciación de los 
productos de PCR el resultado siempre era el gen arsR y su promotor (identidad del 100 
%, E=0,0 del gen arsR de Escherichia coli ST540), se decidió amplificar nuevamente las 
regiones con los primers denominados “Metag sitios de corte” (Tabla 3-1), utilizando el 
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programa de PCR descrito en la Tabla 3-3, utilizando la cepa M19 proveniente del 
estudio Metagenómico (Latorre, 2014). 
Una vez obtenida la amplificación de la región deseada esta fue comprobada realizando 
una electroforesis en gel de agarosa Lowmelting al 1 % en TAE (A.11) 1X usando 
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un 
voltaje de 80 V durante 90 min. Posteriormente, se realizó un corte y purificación de 
bandas de los amplicones obtenidos (689 y 920 pb) utilizando el kit comercial Ultraclean® 
Gel Spin® ADN extraction kit (MO BIO).  
A partir de estas muestras de ADN y utilizando el plásmido pSB1T3-BBa_J044450 con 
resistencia a tetraciclina (Anexo C.4), se realizaron digestiones enzimáticas de cada una 
de las partes (genes arsR y plásmido) empleando las enzimas EcoRI-HF y SpeI del kit de 
ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc.) y siguiendo el protocolo 
mencionado en el Anexo B.7. 
Con los productos de digestión se realizaron dos ligaciones siguiendo el protocolo del 
Anexo B.8, manteniendo una relación 2:1 (inserto: plásmido) de 1) gen arsR 689 pb + 
plásmido pSB1T3-BBa_J044450 con resistencia a tetraciclina y de 2) gen arsR 920 pb + 
plásmido pSB1T3-BBa_J044450 con resistencia a tetraciclina. Posteriormente, con los 
productos de ligación se realizó la transformación por choque térmico (Anexo B.4) en 
células termocompetentes de E. coli TOP10 (Invitrogen).  
Una vez obtenidas colonias, se seleccionaron 14 recombinantes positivos (colonias 
blancas). Se realizó un pase de cada una de las colonias a medio LB líquido 
suplementado con tetraciclina (15 µg/ml) y se incubó por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se 
centrifugó el cultivo a 8500 rpm durante 10 minutos y se realizó la extracción de ADN 
plasmídico utilizando el kit de extracción Ultraclean ® Gel Spin® 6 minute Mini plasmid 
prep kit (MO BIO). A partir de este ADN se realizaron digestiones enzimáticas empleando 
las enzimas EcoRI-HF y SpeI del kit de ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England 
Biolabs inc), siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. El producto de digestión 
fue verificado en electroforesis de gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando 
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un 
voltaje de 80 V durante 90 min. 
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A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron 4 recombinantes (2 de cada 
tamaño) y se secuenciaron comercialmente (Macrogen-Corea) usando el método de 
secuenciación de Sanger y los primers BBa_G00100 (TGCCACCTGACGTCTAAGAA) y 
bbA_G00101 (ATTACCGCCTTTGAGTGAGC), los cuales fueron propuestos por (Huang 
et al., 2010) y permiten identificar los insertos realizados en los plásmidos (vectores) del 
sistema biobrick-IGEM. Los resultados obtenidos de la secuenciación fueron analizados 
con las herramientas bioinformáticas Mega 6 (Tamura et al., 2013), Uniprot (Consortium, 
2015), Blastn y Blastx (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997; Zhang et al., 2000). 
Se seleccionaron dos recombinantes que contenían el gen arsR para seguir con el 
ensamblaje del biosensor (Anexo C.6 y C.7): E. coli TOP10-arsRTet5 (inserto de 920 pb) 
y E. coli TOP10-arsRTe12 (inserto de 689 pb) los cuales fueron conservados en glicerol 
20 % y almacenados a -20 y -80 °C. 
 3.4.2 Upstream part: preparación del gen arsR para ensamblaje 
Para la obtención y preparación de la parte upstream (“aguas arriba”) del biosensor (gen 
arsR) se utilizaron los recombinantes denominados E. coli TOP10-arsRTet5 y E. coli 
TOP10-arsRTet12 (Sección 3.4.1) que contienen en su secuencia el gen arsR de 920 pb 
y 689 pb, respectivamente, con los sitios de corte para las enzimas EcoRI-HF y SpeI, 
adicional a un casete de resistencia a tetraciclina. 
La cepas fueron reactivadas a partir de un criovial con 20 % glicerol almacenado a -80 °C 
en medio LB suplementado con tetraciclina (15 µg/ml) (LB+Tetraciclina) y, una vez 
obtenidas colonias, se realizó un pase a medio liquido LB+Tetraciclina incubando durante 
24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugó el cultivo a 8500 rpm durante 10 min y se realizó la 
extracción de plásmido utilizando el método de lisis alcalina descrito en el Anexo B.2. 
La digestión enzimática de los plásmidos y partes (genes) empleadas fue realizada 
utilizando las enzimas del kit de ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England 
Biolabs inc.). Para la digestión enzimática del gen arsR y su promotor se emplearon las 
enzimas EcoRI-HF y SpeI siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. Se 
comprobó la digestión realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 
(Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de ácidos  
nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min. 
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3.4.3 Downstream part: selección y preparación  de 
cromoproteínas como gen reportero para ensamblaje 
Para la selección del gen reportero a usar en el biosensor se tuvo acceso a tres 
cromoproteínas [pSB1C3-B0034-amilCP (Morada); pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla); 
pSB1C3-B0034-asPink (Rosada) obtenidas a partir de corales y anemonas (Acropora 
milepora y Anemonia sulcata) por el equipo competidor ante IGEM de la Universidad de 
Uppsala (iGEM, 2012). Estas cromoproteínas se caracterizan por tener una secuencia de 
un tamaño aproximado a 700 pb, tener sitios específicos para el reconocimiento de las 
enzimas EcoRI-HF, SpeI, XbaI y PstI fuera de la región codificante (ver mapas plásmidos 
y secuencias de cada cromoproteína en los Anexos C.1, C.2 y C.3) y expresar color que 
puede ser detectado a simple vista en un periodo inferior a 24 horas. 
Antes de realizar el ensamblaje del biosensor, se decidió realizar la construcción de 
recombinantes que contenían únicamente las cromoproteínas con el fin de observar la 
expresión e intensidad del color en una expresión basal. Para esto se realizó la digestión 
enzimática de las cromoproteínas y el plásmido pUC18 empleando las enzimas XbaI y 
PstI siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. Se comprobó la digestión 
realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando 
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un 
voltaje de 80 V durante 90 min.  
Con los productos de digestión se realizaron las ligaciones de cada una de las 
cromoproteínas con el vector pUC18 siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B.8, 
manteniendo una relación 2:1 (inserto – plásmido). Posteriormente con los productos de 
ligación se realizó la transformación por choque térmico (Anexo B.4) en células 
termocompetentes de E. coli TOP10. Una vez finalizado el tiempo de incubación y 
observado el color o fluorescencia de las colonias (según la cromoproteína utilizada), se 
seleccionó una colonia de cada color, se realizó un pase a medio LB suplementado con 
ampicilina (100 µg/ml) (LB+Ampicilina), incubando por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se 
centrifugó el cultivo a 8500 rpm durante 10 min y se realizó la extracción de plásmido 
utilizando el método de lisis alcalina descrito en el Anexo B.2 con el fin de verificar el 
tamaño del plásmido y del inserto. Finalmente, se realizó un cultivo liquido de los tres 
recombinantes seleccionados (Amarillo, Morado y Rosado) y se conservaron en medio 
LB+Ampicilina con 20 % glicerol a -20 y -80 °C. 
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Para preparar la parte downstream (“aguas abajo”) o gen reportero de los sensores a 
construir, se realizó la digestión enzimática de cada una de las cromoproteínas 
empleando las enzimas XbaI y PstI siguiendo el protocolo mencionado en el Anexo B.7. 
Se comprobó la digestión realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE 
(Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de ácidos 
nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min. 
3.4.4 Vector de clonación. 
Para la preparación del vector de clonación pUC18 se reactivó la cepa que contenía el 
plásmido a partir de un criovial con 20 % glicerol almacenado a -80 °C en medio 
LB+Ampicilina y una vez obtenidas colonias, se realizó un pase a medio líquido 
LB+Ampicilina incubando por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugó el cultivo a 8500 rpm 
durante 10 min y se realizó la extracción de plásmido utilizando el método de lisis alcalina 
descrito en el Anexo B.2. 
La digestión enzimática del plásmido fue realizada utilizando las enzimas del kit de 
ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc.). Para la digestión 
enzimática del pUC18 se emplearon las enzimas EcoRI-HF y PstI siguiendo el protocolo 
descrito en el Anexo B.7. Se comprobó la digestión realizando una electroforesis en gel 
de agarosa al 1% en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como 
agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min. 
3.4.5 Ensamblaje de biosensores utilizando cromoproteínas 
como genes reporteros 
 A) Selección entre genes de reconocimiento al arsénico y ensamblaje de 
biosensor de arsénico utilizando cromoproteína morada (pSB1C3-B0034-amilCP) 
como gen reportero. 
Con los productos de digestión mencionados en las secciones 3.4.2, 3.4.3 y 3.4.4 se 
realizaron dos ligaciones siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B.8, manteniendo 
una relación 3:3:1 (gen arsR : gen reportero : pUC18). Las ligaciones realizadas fueron: 
1) Gen arsR 689 pb + cromoproteína morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18; 
2) Gen arsR 920 pb + cromoproteína morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18. 
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Posteriormente, con los productos de ligación, se realizó la transformación por choque 
térmico (Anexo B.4) en células termocompetentes de E. coli TOP10 y se incubaron en 
medio LB+Ampicilina a 37 °C por 24 h. Pasado este tiempo de incubación, únicamente 
se obtuvieron colonias grises-moradas en la ligación 2, por lo tanto se seleccionaron 10 
recombinantes positivos de esta ligación y se realizó un pase de cada una de las colonias 
a medio liquido LB+Ampicilina, incubando por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente, se 
centrifugó el cultivo y se realizó la extracción del plásmido utilizando el método de lisis 
alcalina descrito en el Anexo B.2. A partir de este ADN plasmídico se realizó una 
digestión enzimática empleando la enzima EcoRI-HF del kit de ensamblaje Biobrick 
assembly kit® (New England Biolabs inc), siguiendo el protocolo descrito en el Anexo 
B.7. El producto de digestión fue verificado por electroforesis en gel de agarosa 
lowmelting (Agarose SFR TM, Amresco®) al 0,8 % en TAE (Anexo A.11) 1X usando 
SYBR® Safe (Invitrogen) como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un 
voltaje de 80 V durante 90 min. 
Debido a que en el gel de electroforesis se observaron varias bandas de productos 
indeseados de la ligación, se decidió realizar un corte y purificación de las bandas 
utilizando el kit comercial Ultraclean® Gel Spin® ADN extraction kit (MO BIO) de la banda 
que correspondía al tamaño de 4282 pb y a partir del ADN purificado se realizó la 
transformación por choque térmico (Anexo B.4) en células termocompetentes de E. coli 
TOP10 y se incubaron en medio LB+Ampicilina a 37 °C por 24 h.  
Una vez obtenidas colonias, se seleccionaron 5 recombinantes positivos (colonias grises-
moradas), se realizó un pase de cada una de las colonias a medio líquido LB+Ampicilina 
y se incubó por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugó el cultivo a 13500 rpm durante 5 
min y se realizó la extracción de ADN plasmídico utilizando el kit de extracción 
Ultraclean® Gel Spin® 6 minute Mini plasmid prep kit (MO BIO). A partir de este ADN 
plasmídico se realizaron digestiones enzimáticas empleando las enzimas EcoRI-HF y 
PstI del kit de ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc), siguiendo el 
protocolo descrito en el Anexo B.7. El producto de la digestión fue verificado por 
electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe 
(Invitrogen) como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V 
durante 90 min. 
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 B) Ensamblaje de biosensores de arsénico utilizando cromoproteínas Rosada 
(pSB1C3-B0034-asPink) y Amarilla (pSB1C3-B0034-amilGFP) como genes 
reporteros. 
Debido a los ensayos obtenidos en el ensayo A, los dos biosensores de arsénico 
adicionales fueron ensamblados utilizando el gen arsR de 920 pb. Con los productos de 
digestión mencionados en las secciones 3.4.2, 3.4.3 y 3.4.4, se realizaron dos ligaciones 
siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B.8, manteniendo una relación 3:3:1 (gen 
arsR : gen reportero : pUC18). Las ligaciones realizadas fueron: 
1) Gen arsR 920 pb + cromoproteína amarilla pSB1C3-B0034-amilGFP + pUC18; 
2) Gen arsR 920 pb + cromoproteína rosada pSB1C3-B0034-asPink + pUC18 
Posteriormente, con los productos de ligación se realizó la transformación por choque 
térmico (Anexo B.4) en células termocompetentes de E. coli TOP10 y se incubaron en 
medio LB+Ampicilina a 37 °C por 24 h. 
Una vez obtenidas las colonias, se seleccionaron 5 recombinantes positivos de cada una 
de las ligaciones (colonias amarillas/fluorescentes y rosadas, respectivamente para cada 
ligación). Se realizó un pase de cada una de las colonias a medio líquido LB+Ampicilina y 
se incubó por 24 h a 37 °C y 200 rpm. Se centrifugó el cultivo a 8500 rpm por 10 min y se 
realizó la extracción de ADN plasmídico utilizando el kit de extracción Ultraclean® Gel 
Spin® 6 minute Mini plasmid prep kit (MO BIO). A partir de este ADN plasmídico se 
realizaron digestiones enzimáticas empleando las enzimas EcoRI-HF y PstI del kit de 
ensamblaje Biobrick assembly kit® (New England Biolabs inc), siguiendo el protocolo 
descrito en el Anexo B.7. El producto de digestión fue verificado por electroforesis en gel 
de agarosa al 1 % en TBE (Anexo A.10) 1X usando SYBR® Safe (Invitrogen) como 
agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 80 V durante 90 min. 
Finalmente, el ADN plásmidico de los 3 constructos de los biosensores de arsénico 
(BAS) de diferentes colores [morado (BASmor), amarillo (BASama) y rosado (BASros)] 
se secuenció comercialmente (Macrogen-Corea) usando el método de secuenciación de 
Sanger y los primers universales para verificar el inserto realizado en el vector pUC18: 
M13F-pUC (5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’) y m13R-pUC (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-
3’). El análisis de las secuencias obtenidas fue realizado con las herramientas para 
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análisis bioinformático “A plasmid Editor”, Mega 6 (Tamura et al., 2013), Blastn y Blastx 
(Stephen F. Altschul et al., 1990; S. F. Altschul et al., 1997). 
Una vez confirmado el ensamblaje de los biosensores se realizó un pase de cada uno a 
medio líquido LB+Ampicilina y se conservaron en 20 % glicerol a -20 y -80 °C. 
3.5 Evaluación a nivel de laboratorio de los 
biosensores ensamblados a distintas concentraciones 
de As 
La Figura 3-3 muestra un esquema con el procedimiento general utilizado para evaluar 
los biosensores ensamblados para la detección de arsénico. Las siguientes sub-
secciones explican los procedimientos detallados realizados para este fin. 
 
Figura 3-3. Procedimiento general utilizado para evaluar los biosensores ensamblados para la detección de 
arsénico 
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3.5.1 Preparación del cultivo. 
A partir de los crioviales conservados a -80 °C se reactivó cada uno de los biosensores 
(BASmor, BASros y BASama) en agar LBA+Ampicilina (medio LB suplementado con 0,2 
% glucosa) y se incubó a 37 °C por 24 horas en oscuridad. Se tomó una colonia aislada y 
se inoculó en medio líquido LBA+Ampicilina dejando el cultivo overnight a 37 °C, 200 rpm 
y en oscuridad. Transcurrido este tiempo se inoculó el 1 % del cultivo previamente 
crecido en medio LBA+Ampicilina, se mantuvieron las condiciones de cultivo y se 
monitoreo el crecimiento celular mediante mediciones de DO600nm hasta que el cultivo se 
encontró en un valor entre 0,6-0,8. Finalmente, el cultivo fue distribuido en medio LBA 
(sólido o líquido según el ensayo)+Ampicilina y diferentes concentraciones de arsenito, 
arsenato ó antimonio [As(III): 0,75 – 74.920 μg/l; As(V): 75 – 75.0000 μg/l; Sb(III): 0,01 – 
5000 μg/l]. 
3.5.2 Selección de condiciones de cultivo para ensayos a 
diferentes concentraciones de As con los biosensores 
BASmor y BASros: evaluación cualitativa. 
Con el fin de evaluar bajo qué condiciones de cultivo (medio líquido ó sólido, y rango de 
temperaturas) y en qué tiempo se expresaba mejor el color de los biosensores, se 
diseñaron dos ensayos cualitativos teniendo como variable respuesta el cambio de color 
a simple vista en las diferentes concentraciones de arsenito. Los tipos de ensayos 
evaluados se describen a continuación: 
A) Evaluación cualitativa para establecer las condiciones del cultivo: medio sólido vs. 
medio líquido. 
A partir de un criovial del BASmor conservado a -80 °C se realizó el procedimiento 
descrito en el numeral 3.5.1 de preparación del cultivo el cual fue distribuido en las 
diferentes condiciones (medio LBA+Ampicilina solido o líquido) y sometido a diferentes 
concentraciones de arsenito [0, 75, 750 y 75.000 μg As(III)/l], incubando a 37 °C, 200 rpm 
y bajo luz blanca. El color de las colonias o de la suspensión celular fue evaluado a las 
12, 24, 36 y 48 h de forma cualitativa en cada una de las condiciones. A continuación se 
describen los procedimientos utilizados para el cultivo de los microorganismos y 
evaluación cualitativa. 
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Condiciones de cultivo y evaluación: 
 Se distribuyeron 7,5 ml de cultivo celular (DO600nm de 0,6) en tubos de vidrio de 
13x125 mm con tapa rosca (n=3) por cada una de las concentraciones de arsenito a 
evaluar y se suplementó el cultivo con arsenito de sodio estéril de acuerdo a la 
concentración deseada en cada punto. Finalizado el tiempo de incubación se realizó 
una homogenización de la muestra con vortex y se evaluó si había cambio de color a 
simple vista. 
 Se distribuyó 1 ml de cultivo celular (DO600nm de 0,6) en microtubos de 2 ml (n=3)  
por cada una de las concentraciones de arsenito a evaluar y se suplementó el cultivo 
con arsenito de sodio estéril de acuerdo a la concentración deseada en cada punto. 
Finalizado el tiempo de incubación se centrifugaron los cultivos a 13.000 rpm durante 
5 min y se evaluó si había cambio de color perceptible a simple vista en cada uno de 
los pellets. 
 Se realizó un aislamiento a partir del cultivo (DO600nm de 0,6) en agar LBA+Ampicilina 
suplementado con las diferentes concentraciones de arsenito de sodio teniendo un 
n=3 en cada concentración. Finalizado el tiempo de incubación se evaluó si había 
cambio de color a simple vista. 
 A partir del cultivo celular (DO600nm 0,6) se realizó una siembra masiva en agar 
LBA+Ampicilina suplementado con las diferentes concentraciones de arsenito de 
sodio teniendo un n=3 en cada concentración. Finalizado el tiempo de incubación se 
evaluó si había cambio de color a simple vista. Posteriormente se recolectó la 
biomasa presente en la caja de Petri con puntas de micropipeta y se evaluó si había 
cambio de color en la biomasa. 
  
B) Evaluación cualitativa para establecer las condiciones de temperatura y tiempo de 
incubación. 
A partir de un criovial del BASmor conservado a -80 °C se realizó el procedimiento 
descrito en el numeral 3.5.1 de preparación del cultivo. Del cultivo celular (DO600nm de 
0,6) se realizó una siembra masiva en agar LBA+Ampicilina suplementado con diferentes 
concentraciones de arsenito (0, 75, 750, 75000 μg As(III)/L) teniendo un n=3 en cada 
concentración. Se incubó a diferentes temperaturas (T ambiente, 30 °C y 37 °C) y luz 
blanca. El color fue evaluado a las 24 y 48 h de manera cualitativa en cada una de las 
condiciones. 
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Finalizado el tiempo de incubación se evaluó si había cambio de color a simple vista. 
Posteriormente se recolectó la biomasa presente en la caja de Petri con puntas de 
micropipeta y se evaluó si había cambio de color en la biomasa. 
 
C) Evaluación cualitativa para establecer las condiciones de luz del cultivo. 
A partir de un criovial del BASmor conservado a -80 °C se realizó el procedimiento 
descrito en el numeral 3.5.1 de preparación del cultivo. Del cultivo celular (DO600nm 0,6) se 
realizó una siembra masiva en agar LBA+Ampicilina suplementado con diferentes 
concentraciones de arsenito [0, 75, 750 y 75.000 μg As(III)/l], teniendo un n=3 en cada 
concentración. Se incubó a 37 °C y se evaluaron dos condiciones de luminosidad (luz 
blanca y oscuridad). El color fue evaluado a las 24 y 48 h de manera cualitativa en cada 
una de las condiciones. 
Finalizado el tiempo de incubación se evaluó si había cambio de color a simple vista. 
Posteriormente se recolectó la biomasa presente en la caja de Petri con puntas de 
micropipeta y se evaluó si había cambio de color en la biomasa. Adicionalmente, se 
resuspendió la biomasa recolectada en 1,5 ml de NaCl 0,85 % en un microtubo de 1,5 ml 
y se centrifugó a 13.000 rpm durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y se evaluó el 
cambio de color a simple vista en cada concentración. 
3.5.3 Evaluación colorimétrica de los biosensores BASmor y 
BASros bajo diferentes concentraciones de arsenito, 
arsenato y antimonio. 
A partir de un criovial conservado a -80 °C de cada uno de los biosensores (BASmor y 
BASros) se realizó el procedimiento descrito en el numeral 3.5.1 de preparación del 
cultivo. Para este ensayo se establecieron tres tratamientos con dos diferentes estados 
de oxidación de arsénico (III y V) y del antimonio (III). Del cultivo celular (DO600nm de 0,7) 
se realizó una siembra masiva en agar LBA+Ampicilina suplementado con diferentes 
concentraciones del metaloide [As (III): 0, 75, 374, 750, 3746, 7500, 37.460 y 75.000 μg 
As(III)/l; As(V): 0, 75, 750, 3746, 7500, 37.460, 75.000, 750.000 μg As(V)/l; y Sb(III): 0,1, 
5, 10, 50, 100, 500, 1000 μg Sb(III)/l], teniendo un n=3 en cada concentración. Se incubó 
por 24 h a 37 °C y en oscuridad. 
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Finalizado el tiempo de incubación se recolectó la biomasa de la caja de Petri y se 
resuspendió en 1,5 ml de medio mínimo M9 (Anexo A.5) en un microtubo de 1,5 ml. El 
cambio de color fue evaluado en un colorímetro de mesa ColorQuest XE (Hunterlab). Los 
colores basados en los espectros de luz transmitida a través de los cultivos se 
representaron en el sistema CIE-L*a*b (McLaren, 1976).  
3.5.4 Evaluación de fluorescencia del biosensor BASama bajo 
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y 
antimonio 
A partir de un criovial  conservado a -80 °C del BASama se realizó el procedimiento 
descrito en el numeral 3.5.1 de preparación del cultivo, sin embargo, para este ensayo, 
una vez obtenido la DO600nm de 0,6 se conservaron las células en medio LB+glicerol 
(20%) a -80 °C. Para este ensayo se establecieron tres tratamientos con dos diferentes 
estados de oxidación de arsénico (III y V) y del antimonio (III). Se evaluaron diferentes 
concentraciones de cada uno: arsenito y antimonio [As (III): 0, 0,75, 7,5, 37,5, 75, 374, 
750, 3746, 7500, 37.460, 75.000 μg As(II)/L; As(V): 0, 75, 750, 3746, 7500, 37.460, 
75.000, 750.000 μg As(V)/L; y Sb(III): 0, 0,01, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 μg 
Sb(III)/L], teniendo un n=3 en cada concentración. Una vez descongelado el cultivo 
celular (DO600nm de 0,6), se tomaron alícuotas de 4 ml que fueron distribuidas en tubos 
falcon de 15 ml estériles y se adicionó la cantidad determinada del metaloide estéril a 
cada replica. Se incubó por 4 h a 37 °C, 200 rpm y en oscuridad. 
Transcurrido este tiempo se centrifugó el cultivo a 8.500 rpm durante 15 min y se 
descartó el sobrenadante. Se resuspendió la biomasa en NaCl 0,85 %. Las unidades de 
fluorescencia fueron medidas en un espectrofluorómetro con lámpara de xenón (PTI 
QuantaMaster 300), con una longitud de onda de excitación de 265 nm y una longitud de 
onda de absorción en un rango entre 515–535 nm. 
  
 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Amplificación y secuenciación de regiones que 
codifican para el regulador arsR de clones 
metagenómicos y bacterias autóctonas de Colombia 
resistentes a arsénico 
4.1.1 Amplificación y secuenciación de regiones que codifican 
para el regulador arsR del cepario del Laboratorio de 
Microbiología Ambiental y Aplicada, Universidad Nacional 
de Colombia  
De las 18 cepas del Cesar/Sabana de Bogotá (Carrillo, 2012) y de los 11 clones 
obtenidos a partir del estudio de metagenómica (Latorre, 2014), se obtuvieron 26 
resultados positivos para el gen arsR (Tabla 4-1 y Tabla 4-2).  Este resultado es acorde a 
lo esperado ya que los primers diseñados tenían como objetivo las regiones conservadas 
de los genes arsR de los géneros Escherichia sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., los 
cuales son los principales géneros presentes en el cepario de trabajo.   
Al analizar la Tabla 4-1 se puede observar que los primers diseñados para el género 
Escherichia sp. amplificó el gen arsR en diversos géneros bacterianos como Bacillus sp., 
Pseudomonas sp. y Sinomonas sp.. Este fenómeno sugiere un alto grado de 
conservación evolutiva de los determinantes ars de bacterias Gram-negativas (Saltikov et 
al., 2002) y probablemente, como lo menciona Diorio et al. (1995), los determinantes 
cromosómicos ars pudieron ser los predecesores de los operones ars en plásmidos. Este 
planteamiento permite atribuir el resultado obtenido en la Tabla 4-1 a la posible 
transferencia horizontal de genes, un proceso mediante el cual un organismo transfiere 
material genético a otra célula que no es descendiente (Arber, 2014). Este fenómeno, 
común en procariotas, ha sido observado principalmente en el aumento de la resistencia 
microbiana a antibióticos y en el aumento de la resistencia a diversos tipos de metales 
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como en el caso de Pseudomonas putida (Cánovas et al., 2003) y de Escherichia coli 
(Saltikov et al., 2002; Xu et al., 1996). 
Tabla 4-1. Genes de resistencia al arsénico identificados en las cepas del Cesar y de la Sabana de Bogotá 
pertenecientes al Laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada. Los resultados mostrados son una 
compilación entre los genes arsB, aroA y arsC identificados por (Carrillo, 2012) y los genes arsR 
identificados en el presente trabajo. 
(+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo; (*): Falso positivo: estas cepas originaron inicialmente un resultado 
positivo para la amplificación, sin embargo, se encontró en posteriores análisis que estos productos eran artefactos 
de amplificación; ND, no determinado; (ᴓ): En estos ensayos fueron probados todos los primers diseñados (Tabla 

















Pseudomonas sp. + - * - ᴓ 
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ND + * * + 
Ecoliesp 
Ecolimetag 
CESAR 1 (C1) Bacillus sp. + - - + 
Ecoliesp 
Ecolimetag 
CESAR 3 (C3) Bacillus safensis - - - + 
Ecoliesp 
Ecolimetag 
CESAR 4 (C4) Bacillus sp. + - - + Bacillusesp 
CESAR 7 (C7)  Bacillus sp. + - - + 
Ecoliesp 
Ecolimetag 
CESAR 9 (C9) ND - - - - ᴓ 
CESAR 10 
(C10) 
Staphylococcus epidermidis  - - - - ᴓ 
CESAR 11 
(C11) 
Bacillus sp. + - + + Bacillusesp 
CESAR 12 
(C12) 




















Sinomonas flava + - - +  
Ecoliesp 
Ecolimetag 
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Tabla 4-2. Genes de resistencia al arsénico identificados en los clones obtenidos de estudio Metagenómico 
pertenecientes al Laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada. Los resultados son una compilación entre los 
genes arsB y arsC identificados por (Latorre, 2014) y el gen arsR identificado en el presente trabajo con los 




arsB arsC arsR 
E21 + - + 
E22 + - + 
F6 + - + 
I13 + - + 
K4 + - + 
L16 + - + 
M14 + - + 
M15 + - + 
M18 + - + 
M19 + - + 
M22 + - + 
(+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo. 
En los clones evaluados (Tabla 4-2) se obtuvieron 11 resultados positivos para el gen 
arsR cromosómico de Escherichia coli, lo cual permite deducir, con la información 
obtenida, que el mecanismo de resistencia al arsénico insertado en estos clones es el del 
operón arsRBC. Sin embargo, al analizar los resultados obtenidos en los estudios 
anteriores (Carrillo, 2012; Latorre, 2014), donde no se observa la amplificación del gen 
arsC (Carrillo, 2012; Latorre, 2014), se puede concluir que los primers utilizados en esos 
estudios para el gen arsC no fueron los adecuados una vez que no se observó la 
amplificación de este gen para la mayoría de los aislados o clones metagenómicos. 
Por otro lado, los primers denominados Pseudomonasesp y Pseudomonasdeg (Tabla 
3-1) no fueron adecuados para amplificar el gen arsR en ninguna de las cepas evaluadas 
ya que no se obtuvieron resultados de amplificación positivos. Esta situación se puede 
deber a los siguientes motivos: 
1. Al diseñar los primers, la divergencia de la región target (“diana”) en el ADN era muy 
alta, situación similar a lo ocurrido en el estudio de Saltikov et al. (2002), quien 
manifestó los mismos inconvenientes al tratar de identificar los genes arsB, arsC y 
arsA en diversas especies de Pseudomonas sp. encontrando porcentajes de 
similitud muy bajos entre los genes arsR y arsC estudiados (gen arsR: 67 %; gen 
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arsC: 29 %), razón por la cual en este estudio tampoco pudieron amplificar dichos 
genes en este género de bacterias. 
 
2. A causa de la situación anterior se hizo necesario el diseño de primers degenerados 
con muchas posiciones variables, lo cual hace que los primers sean menos 
específicos y por lo tanto no permitan eventualmente la amplificación deseada.  
 
Se debe tener en cuenta que el gen arsR únicamente tiene en su secuencia un 30 % de 
similitud entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Carlin et al., 1995; Wu et al., 
1991). Esta alta diversidad se puede ver reflejada en la Figura 4-1. donde se muestra 
que hay varias secuencias de TFBSs (Transcription Factors Binding Sites) para los sitios 
de unión u operadores del gen arsR según el phylum de las bacterias de interés. Por 
ejemplo (recuadro en la Figura 4-1. ), en el caso de el ArsR-Bacillales (Phylum: 
Firmicutes) se presentan 5 sitios de unión (arsR) con secuencias de ADN distintas, en 
donde se puede observar algunas regiones conservadas de la secuencia mostrada 
(Logo, posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 12, 13, 14, 15 y 16). Esta figura fue tomada de la base de 
datos RegPrecise (http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/) que está basada en genómica 
comparativa para la captura, visualización y análisis de los factores de 
transcripción/regulons (proteínas que reconocen sitios de unión específicos para 
activar/reprimir la transcripción de genes, como por ejemplo el gen arsR).   
En el estudio realizado por Diorio et al. (1995) se demostró que en bacterias Gram-
negativas, el plásmido que contiene el operón ars tiene una alta homología en sus 
secuencias (incluyendo el gen arsR del operón cromosómico de Pseudomonas 
aeruginosa), pero es altamente divergente de las bacterias Gram-positivas. Sin embargo, 
los análisis de secuencias realizados por Cai et al. (1998) revelaron que el operón 
cromosómico ars de Pseudomonas aeruginosa está relacionado evolutivamente con 
operones ars-plásmidicos tanto de bacterias Gram-positivas como de Gram-negativas y 
que está conservado en el cromosoma de algunas, pero no todas las especies de 
Pseudomonas. Esto hace que la identificación de los genes ars presentes en este 
género de bacterias sea difícil ya que, por ejemplo, la secuencia aminoacídica del gen 
arsR cromosómico de P. aeruginosa únicamente tiene un 28-44 % de similitud con otros 
operones ars (Cai et al., 1998). 
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Figura 4-1. Colección de “regulogs” de la familia de factores transcripcionales para el gen arsR. Regulon: es 
un set de genes en un genoma particular regulado por el mismo factor de transcripción; TFBs: operador-
sitios de unión; Regulog: se utiliza en genómica comparativa, es un grupo de regulons operado por factores 
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De los 26 resultados positivos para la amplificación del gen arsR (Tabla 4-1 y Tabla 4-2), 
se identificaron 2 secuencias diferentes del gen: 
 La primera fue identificada en dos cepas de Bacillus sp (CESAR 4 y CESAR 11)  
amplificada con los primers bacillusesp, con un porcentaje de identidad del 99 % y 
un valor E de 2E-64 con el gen arsR de la cepa Bacillus cereus ATCC14579 (Figura 
4-2. );  
  La segunda fue identificada en las 24 cepas restantes con los primers Ecoliesp y 
Ecolimetag, con un porcentaje de identidad del 100 % con el gen arsR de la cepa 
Escherichia coli ST540 (Figura 4-3. ). 
 
El primer gen arsR identificado se encuentra relacionado filogenéticamente con el gen 
arsR de Bacillus cereus ATCC 14579 (Figura 4-2. Figura 4-4. ), el cual fue identificado 
por (Ivanova et al., 2003). Adicionalmente, como se ve en las Figura 4-2 y Figura 4-4, 
este gen presenta homologías con otras especies del género Bacillus sp. como por 
ejemplo: Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis y Bacillus mycoides; pertenece al 
operón descrito como arsRBC comúnmente presente en bacterias Gram-positivas 
(RegPrecise, 2009-2015; Silver et al., 1981). 
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Figura 4-2. Análisis blastn obtenido con la secuencia consenso de la PCR realizada con los primers 
Bacillusesp para las cepas CESAR 4 y CESAR 11. 
 
Figura 4-3. Análisis blastn obtenido con la secuencia consenso de la PCR realizada con los primers 
Ecolimetag para las cepas SH, SK, SL,C7, C12,C13,M22 Y E21. 




Figura 4-4. Árbol filogenético realizado con la secuencia arsR del genero Bacillus sp obtenida en este 
estudio. El árbol filogenético fue obtenido con la herramienta blast tree view en la que se construye una 
alineación con los resultados obtenidos a partir del alineamiento realizado en blastn con la secuencia query y 
los resultados obtenidos en las bases de datos. 
El segundo gen arsR identificado en las cepas evaluadas, es altamente similar al 
reportado para E. coli ST540 (Figura 4-3. ). El operón de resistencia a arsénico en E. coli 
ha sido altamente estudiado: este puede encontrarse tanto en cromosoma como en 
plásmido y puede presentarse en la forma arsRBC ó arsRDABC, respectivamente (Carlin 
et al., 1995; Silver et al., 1981; Xu et al., 1996). En ambos casos, los genes se 
encuentran organizados en una misma unidad transcripcional de manera que se codifica 
para un represor inducible con arsénico (gen arsR) (Wu et al., 1991), una proteína 
chaperona ArsD que transfiere el As(III) a ArsA (gen arsD) (Wu et al., 1993), una ATPasa 
ArsA/ArsB ubicada en la membrana que se encarga del flujo del arsenito fuera de la 
célula (gen arsA y gen arsB) (Silver et al., 1993), y una arsenato reductasa ArsC que 
reduce los iones de arsenato a arsenito (gen arsC) (Ji et al., 1992).  
Con el fin de determinar y seleccionar el gen arsR que sería utilizado para el diseño y 
ensamblaje de los biosensores a As, se tuvo en cuenta que en la población de análisis 
(24 cepas positivas a arsR) de este estudio, el 91,6 % de la población resultó positiva 
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para el gen arsR de E. coli ST540. Teniendo en cuenta que algunos de los biosensores a 
arsénico construidos por otros grupos de investigación lo han utilizado (Cai et al., 1997; 
Hu et al., 2010; Ramanathan et al., 1998; Stocker et al., 2003), se decidió continuar con 
este gen arsR para el ensamblaje de los constructos deseados con el fin de hacerlo 
comparable con otros estudios. Así, se continuó trabajando con el material genético 
insertado en los clones del estudio Metagenómico (Tabla 4-2). 
En el estudio realizado por Rosenstein et al. (1994) se demuestra que a pesar de que los 
diversos tipos de gen arsR cumplen la misma función, estos no tienen la misma 
sensibilidad, y teniendo en cuenta que los dos genes arsR identificados en este trabajo 
no tienen el 100% de similitud en su secuencia génica, se plantea como una alternativa 
interesante estudiar a futuro la sensibilidad a arsenito del gen arsR obtenido en el género 
Bacillus sp.   
 
4.1.2 Identificación gen arsR de Escherichia coli en clones 
metagenómicos 
En las amplificaciones del gen arsR de los clones metagenómicos con los primers 
(Ecolimetag) diseñados para amplificar tanto el gen arsR como su promotor se observó 
una doble banda (Figura 4-5. ). Por esta razón, se empleó un análisis de SSCP (Single 
Strand Conformation Polymorphism) con los fragmentos amplificados para poder 
observar si la PCR estaba siendo inespecífica y si se estaba amplificando una región 
diferente a la deseada. Una vez que el análisis por SSCP está basado en el distinto 
comportamiento electroforético que presentan las moléculas monocatenarias de ADN 
según su secuencia en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante, el plegamiento de 
los fragmentos de ADN monocatenario será determinado por la secuencia específica de 
cada molécula lo que permite diferenciar moléculas de ADN distintas pero del mismo 
tamaño (Dohrmann et al., 2004). 
 




Figura 4-5. Electroforesis en gel de agarosa 1% de ADN total de los clones metagenómicos amplificados 
con el par de primers Ecolimetag (con sitios de corte  Tabla 3-1). C-, control negativo; Hyperladder II, 
marcador molecular (Bioline). 
 
Con los resultados obtenidos en el análisis de SSCP (Figura 4-6) se observó que todas 
las amplificaciones mostraron un perfil idéntico al del control positivo (cepa W3110) y 
adicionalmente, en algunos casos (cepas M18, M16, SA, SG, SH, SK, C11, C12, C13, 
C14, C16 y C1) (Tabla 4-1), se observó un perfil de bandeo más complejo con bandas 
localizadas arriba y abajo del perfil de bandas obtenido para las demás cepas con perfil 
idéntico al del control positivo. Este perfil adicional pudo ser ocasionado por una 
contaminación durante la PCR con estas secuencias en particular, ya que al realizarse 
las amplificaciones en diferentes batch de PCR pudo existir una contaminación de las 
muestras con ADN no deseado. Por esta razón, se decidió seleccionar aleatoriamente 
cinco cepas para continuar el estudio (cepas C7, C3, SL, K4 y M19) teniendo como 
criterio aquellas en las que se veía un perfil de bandeo idéntico a la cepa control, sin 
bandas adicionales, y se tomó dos de aquellas en las que se veían las bandas no 
esperadas (cepa M16 y SH). 
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Se realizó un corte de bandas del gel de SSCP siguiendo el protocolo propuesto por 
Dohrmann et al., (2004) con el fin de secuenciar tanto la banda superior como la inferior 
de las 7 cepas seleccionadas (C7, C3, SL, K4, M19, SH y M16). Con los resultados de la 
secuenciación, se realizó un alineamiento múltiple de las 7 secuencias seleccionadas y 
se determinó que todas tenían la misma secuencia nucleotídica. Por lo tanto, con la 
secuencia consenso se realizó un blastx (Figura 4-7) en donde se observa que el gen 
amplificado corresponde al arsR de E. coli K12. Al analizar estos resultados es posible 
afirmar que todos los fragmentos amplificados corresponden al mismo gen arsR y que 
ambos perfiles (banda superior e inferior) del SSCP corresponden al mismo gen. 
 
 
Figura 4-6. Análisis por SSCP de los productos de PCR (genes arsR) obtenidos con los primers Ecolimetag 
para los clones metagenómicos y bacterias nativas pertenecientes a la colección de microorganismos 
resistentes a arsénico del Laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada, Universidad Nacional de 
Colombia. Ver anexo B.5 para condiciones de electroforesis. Las flechas blancas indican los perfiles que 
fueron cortados y purificados para enviar a secuenciación (Macrogen). 
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Figura 4-7. Análisis blastx de la secuencia consenso del gen arsR obtenida con los fragmentos de ADN de 
las bandas cortadas del gel de SSCP (ver Figura 4-6). 
Adicionalmente, con el fin de corroborar que utilizando el ADN obtenido de las bandas 
cortadas del gel de SSCP se amplificaba el gen arsR, se decidió realizar un nueva una 
amplificación por PCR para confirmar los resultados obtenidos durante la secuenciación. 
Para esto se utilizó como ADN molde los fragmentos cortados del gel de SSCP tanto de 
bandas superiores como inferiores seleccionadas al azar. En la Figura 4-8 se muestra el 
gel donde se confirmó que ambos perfiles de bandeo correspondían a la amplificación de 
las hebras del gen arsR de E. coli. Teniendo en cuenta que en las 7 cepas seleccionadas 
el gen arsR amplificado fue el mismo, y con el fin de continuar con el ensamblaje del 
biosensor, se seleccionó el gen arsR de la cepa M19 para la construcción de los 
biosensores para la detección de arsénico, como se describe en la siguiente sección. 
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Figura 4-8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con los productos de la amplificación del gen arsR y 
promotor, presentes en clones metagenómicos, utilizando ADN obtenido a partir de bandas extraídas del gel 
de SSCP (ver Figura 4-6). Los códigos de las cepas que se encuentran subrayados fueron amplificados a 
partir de la banda superior. Los demás fueron amplificados a partir de la banda inferior. C-, control negativo; 
Hyperladder II, marcador molecular (Bioline). 
4.2 Diseño de un biosensor para la detección de arsénico 
a través del ensamblaje de constructos del gen arsR con 
un gen reportero  
4.2.1 Expresión basal de los genes reporteros 
Uno de los factores más importantes a la hora de diseñar y ensamblar un biosensor es la 
selección del gen reportero, ya que este determinará cuál va a ser la respuesta a medir 
en el sensor ensamblado. Como se mencionó anteriormente, en el diseño de 
biosensores para la detección de As se han utilizado diferentes tipos de reporteros como 
el GFP ó el gen lacZ, entre otros. Se han hecho algunas aproximaciones para determinar 
la concentración de As de manera sencilla y colorimétrica, como en el estudio de De 
Mora et al.,(2011) en donde el biosensor construido (arsR + lacZ) funciona con la 
presencia de arsenito y arsenato que inducen la expresión de la β-galactosidasa, 
permitiendo la fermentación de lactosa y el subsecuente cambio en el pH que puede ser 
monitoreado utilizando un indicador de pH. Sin embargo, apenas en el estudio reportado 
por Yoshida et al., (2008) se propone el uso de un carotenoide que permita visualizar la 
respuesta del biosensor al “ojo desnudo” sin la necesidad de utilizar reactivos o sustratos 
adicionales. 
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Con la intensión de utilizar un gen reportero que permita la determinación sencilla de la 
concentración de As en la muestra y que sea visible al “ojo desnudo”, se seleccionaron 
para este estudio tres cromoproteínas como genes reporteros: 1) pSB1C3-B0034-amilCP 
(Morada); 2) pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla); y 3) pSB1C3-B0034-asPink (Rosada). 
Estas cromoproteínas fueron obtenidas a partir de corales y anemonas (Acropora 
milepora y Anemonia sulcata) y fueron facilitadas por el equipo competidor ante IGEM de 
la Universidad de Uppsala (iGEM, 2012). Estas cromoproteínas aún se encuentran en 
estudio, no han sufrido mutaciones para su sobreexpresión y se caracterizan por tener 
una secuencia de un tamaño aproximado a 700 pb, tener sitios específicos para el 
reconocimiento de las enzimas EcoRI-HF, SpeI, XbaI y PstI fuera de la región codificante 
(ver mapas plásmidos y secuencias de las cromoproteínas en los Anexos C.1, C.2 y C.3) 
y expresar color que puede ser detectado a simple vista en un periodo inferior a 24 h.  
Para comprobar la expresión basal de cada una de las cromoproteínas y poder identificar 
tanto los colores, el tiempo de expresión y la facilidad para observarlos, se decidió 
insertar el gen que codifica para cada una de ellas en el plásmido vector pUC18 sin el 
gen arsR. Posterior a la transformación y a la selección de las bacterias recombinantes, 
se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 4-9, en donde se puede observar 
claramente los colores (morado, rosado y amarillo) y fluorescencia (amarilla) expresados 
por cada una de las respectivas cromoproteínas en un tiempo de incubación de 24 h, 
tanto en medio líquido (Figura 4-9 A y B) como en medio solido (Figura 4-9 C y D).  
Los resultados obtenidos mostraron claramente (Figura 4-9), que el color expresado es 
detectable a “simple vista” en las tres cromoproteínas probadas y, adicionalmente, que 
una de ellas expresa fluorescencia. Por esta razón, se decidió ensamblar tres 
biosensores (uno con cada cromoproteína) con el fin de determinar en cuál de ellos sería 
más sencillo detectar el cambio de color a simple vista. Además, con los sensores 
ensamblados se pretendió realizar una comparación entre la respuesta por fluorescencia 
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Figura 4-9. Expresión de cada una de las cromoproteínas utilizadas en este trabajo como genes reporteros, 
después de 24 h de incubación. A) Medio líquido LB+Antibiótico; B) Biomasa celular centrifugada de cultivo 
líquido LB+Antibiótico; C) Medio sólido LB+Antibiótico; D) Fluorescencia expresada por la cromoproteína 
pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla) bajo luz UV en medio sólido LB+Antibiótico. El antibiótico usado fue 
Ampicilina 10ug/L. 
4.2.2 Características del gen arsR seleccionado para ensamblaje  
Para el ensamblaje del biosensor se seleccionó el gen arsR del clon Metagenómico M19 
seleccionado al azar a partir de los clones positivos (ver sección 4.1; Tabla 4-2) el cual fue 
amplificado con los primers Ecolimetag con sitios de corte (Tabla 3-1). El resultado de la 
amplificación fue positivo, sin embargo, como se mencionó en la sección anterior, se 
obtuvieron dos fragmentos amplificados (689 pb y 920 pb) como es evidenciado por las 
dos bandas observadas en el gel de agarosa (Figura 4-5).  
Con el fin de diferenciar y determinar cuál de los dos fragmentos amplificados se iba a 
utilizar, se empleó el plásmido pSB1T3-BBa_J044450, que confiere resistencia a 
tetraciclina (Anexo C.4), para insertar cada uno de los fragmentos (del gen arsR) 
amplificados (Figura 4-5) y realizar nuevamente una secuenciación de los mismos. 
A B 
C D A B D C 
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 Adicionalmente, una ventaja de este procedimiento fue que al tener el gen arsR (parte 
upstream) en un plásmido, permitía una fácil obtención del ADN (gen arsR) en mayores 
cantidades que con la PCR. Esto debido a que al tener el plásmido en una célula 
huésped se puede realizar una multiplicación de la misma con una gran cantidad de 
copias del plásmido por célula y realizar digestiones enzimáticas a partir del ADN 
plásmidico obtenido. Por otro lado, con la PCR se parte de un ADN molde para obtener 
múltiples copias, por lo cual para tener una gran cantidad del gen deseado se hace 
necesario realizar varias reacciones de PCR.   
El plásmido pSB1T3-BBa_J044450 utilizado expresa normalmente una cromoproteína 
rosada (Figura 4-10 A) y los sitios de corte para las enzimas de restricción se encuentran 
en la mitad de este gen (Anexo C.4). Por lo tanto, cuando hay una inserción positiva en 
el plásmido se observan colonias blancas (Figura 4-10 B) que permiten la selección de 
las bacterias recombinantes. 
  
Figura 4-10. Selección de colonias de E. coli transformadas con el plásmido pSB1T3-BBa_J044450 que 
confiere resistencia a tetraciclina. A) Colonias de E. coli transformadas con el plásmido sin inserto (colonias 
rosadas); B) Colonias de E. coli transformadas con el plásmido con el gen arsR insertado (colonias blancas). 
Los recombinantes denominados E. coli TOP10-arsRTet5 (inserto de 920 pb; Anexo C.6) 
y E. coli TOP10-arsRTet12 (inserto de 689 pb; Anexo C.7) fueron obtenidos con la 
inserción de los fragmentos de diferentes tamaños (arsR) en el plásmido de tetraciclina y 
sus secuencias fueron analizadas. Con los resultados de la secuenciación y al realizar el 
análisis blastn y blastx para cada uno de los fragmentos (Figura 4-11 y Figura 4-12), se 
puede observar que en ambos casos el gen amplificado e insertado corresponde al gen 
A B A 
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arsR de E. coli K12. Una región diferencial de aproximadamente 200 pb, fue identificada 
en el extremo 3' de la secuencia del inserto de 920 pb. Un mapeo de esta región sobre el 
genoma de E. coli K12 permitió identificar que esta secuencia corresponde a una región 
intrónica “aguas arriba” del gen arsR y su promotor (Figura 4-13). 
Con los datos obtenidos a partir de la secuenciación de los dos fragmentos (689 y 920 
pb) y después de realizar los análisis bioinformaticos mostrados en las figuras (Figura 
4-11, Figura 4-12 y Figura 4-13), se realizó una comparación de dichas secuencias con 
el gen arsR descrito por otros autores (Diorio et al., 1995; Stolz et al., 2011). Para ambas 
amplificaciones las secuencias coinciden en un 100 % con la secuencia reportada, 
incluyendo la región intronica mencionada anteriormente. Los primers diseñados en el 
presente estudio amplifican en la parte upstream una región intronica “aguas arriba” del 
gen arsR y su promotor (Figura 4-13 B y C), y en la parte downstream a partir de una 
región interna del gen arsB (Figura 4-13 D), cumpliendo así con el primer objetivo 
planteado: amplificar el gen arsR y su promotor (Figura 4-13 C) de ADN de bacterias 
















Figura 4-11. Análisis blast con el gen arsR metagenómico de 920 pb. A) análisis blastn; B) análisis blastx. 
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Figura 4-13 Mapeo en el genoma de E. coli K12 con la secuencia del gen arsR de 920 pb del recombinante 
denominado E. coli TOP10-arsRTet5. Las secciones A y B corresponden a regiones intronicas dentro de la 
secuencia amplificada. La región C corresponde a la amplificación del exón que codifica a partir del gen arsR 
junto con su promotor y la sección D corresponde a la amplificación de una región del exón que codifica para 
ArsB. 
4.2.3 Ensamblaje de los biosensores para la detección de 
arsénico utilizando cromoproteínas como sistema reportero 
Debido a los resultados obtenidos en el numeral anterior (dos tamaños del mismo gen 
arsR) se realizó una prueba de ensamblaje con la cromoproteína morada para 
determinar cuál de los insertos (inserto de 920 pb o de 689 pb) sería utilizado para el 
ensamblaje de los demás biosensores. Después de varios intentos, únicamente se 
obtuvieron resultados positivos (colonias con color morado en presencia de As(III) y con 
banda de tamaño esperado) en las ligaciones y transformaciones realizadas con el gen 
arsR del recombinante denominado E. coli TOP 10-arsRTet 5 (con el inserto de 920 pb). 
Estos resultados posiblemente pueden deberse a que cuando se realizaron las 
ligaciones con el fragmento de 689 pb se afectó el marco abierto de lectura y por lo tanto 
no se codifica para las proteínas deseadas (ArsR y cromoproteínas). Debido a estos 
resultados se seleccionó el inserto de 920 pb para realizar el ensamblaje de todos los 
biosensores. 
Una vez definida la parte upstream (gen arsR), el ensamblaje de los biosensores de As 
fue realizado utilizando como parte downstream las cromoproteínas descritas en el 
numeral 4.2.1. Se utilizó como metodología general la descrita en el Biobrick assembly 
kit® (New England Biolabs inc.), el cual fue propuesto por Knight (2003) con el fin de 
estandarizar el ensamblaje de partes en dispositivos y sistemas biológicos. Esta 
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procedimiento serán compatibles y fácilmente modificables a futuro (Knight, 2003). El 
ensamblaje se basa en la utilización de enzimas de restricción diferentes que flanquean 
cada una de las partes a insertar (Figura 3-2). En las partes upstream o prefijos, se 
encuentran sitios de corte para las enzimas EcoRI y XbaI, mientras que en las partes 
downstream o sufijos, se encuentran los sitios de corte para las enzimas SpeI y PstI. De 
esta forma los sitios generados para EcoRI y PstI permiten la transferencia de las partes 
(genes) de un vector a otro, mientras que los sitios de restricción de XbaI y SpeI 
generarán extremos adherentes que al ligarse producirán un sitio mixto o “cicatriz” con la 
secuencia característica “ACTAGA” que no será reconocida por ninguna de las dos 
enzimas (Mixed site) (Ho-Shing et al., 2012). 
Para ensamblar los biosensores que se mencionan a continuación se utilizó: 1) como 
gen de reconocimiento al As, el gen arsR de E. coli K12, el cual se encontraba en el 
inserto de 920 pb del recombinante denominado E. coli TOP10-arsRTet5; 2) como genes 
reporteros se utilizaron las tres cromoproteínas (Morada, rosada y amarilla) descritas en 
la sección 4.2.3; y 3) como vector de clonación se utilizó el plásmido pUC18. Se 
ensambló un total de 3 biosensores: 1) BASmor: gen arsR + cromoproteína morada 
pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18; 2) BASros: gen arsR + cromoproteína rosada 
pSB1C3-B0034-asPink (Rosada) + pUC18; y 3) BASama: gen arsR + cromoproteína 
amarilla pSB1C3-B0034-amilGFP + pUC18 (Figura 4-14). En la Figura 4-15 se observa 
una digestión enzimática de los plásmidos construidos (biosensores ensamblados) con 
cada una de las cromoproteínas seleccionadas. En los carriles 2, 4 y 6 se observan los 
plásmidos linearizados y en los carriles 3, 5 y 7 se observa el inserto libre que 
corresponde al gen arsR junto con cada una de las cromoproteínas. Al analizar este gel 
de electroforesis, se puede observar que cada una de las bandas obtenidas corresponde 
a los resultados esperados: tamaño del constructo alrededor de 4200 pb (pUC18 + gen 
arsR de 920 pb + Cromoproteína) y la liberación del inserto alrededor de los 1600 pb 
(gen arsR de 920 pb + Cromoproteína). Por esta razón se enviaron a secuenciar los 
insertos de cada uno de los biosensores para la detección de arsénico ensamblados. 
Al analizar los resultados de las secuencias de cada constructo se confirmó que las 
ligaciones se habían realizado de manera exitosa y adecuada, que se encontraba en la 
secuencia el sitio mixto y que no se afectaron los ORF´s durante la ligación. Con los 
datos obtenidos, se procedió a ensamblar in silico cada uno de los biosensores (Figura 
4-14 y Anexos C.8, C.9 y C.10). Se confirmó que se encontraban presentes las 
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secuencias -35 (TTGACT) y -10 (GACACT) las cuales son secuencias de reconocimiento 
para la RNA polimerasa ubicadas “aguas arriba” del promotor y el codón de inicio ATG 
del gen arsR + promotor en cada uno de los biosensores. De esta forma, los biosensores 
quedaron ensamblados para las siguientes pruebas de expresión bajo diferentes 











Figura 4-14. Mapas de los plásmidos construidos con pUC18 + gen arsR (de 920 pb) + cromoproteína 
reportera. A) Biosensor de arsénico morado (BASmor); B) Biosensor de arsénico rosado (BASros); C) 
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Figura 4-15. Electroforesis de gel de agarosa 1 % de la digestión enzimática de los biosensores BASmor, 
BASama y BASros ensamblados. Carriles 2, 4 y 6: digestión con EcoRI-HF; Carriles 3, 5 y 7: digestión con 
EcoRI-HF (E) y PstI (P); Carr 1: marcador molecular Hyperladder 1 kb (Bioline). 
4.3 Evaluación de los biosensores ensamblados a nivel 
de laboratorio y con distintas concentraciones de As  
Una vez ensamblados los 3 biosensores para la detección de As [BASmor: gen arsR + 
cromoproteína morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18; BASros: gen arsR + 
cromoproteína rosada pSB1C3-B0034-asPink + pUC18; y BASama: gen arsR + 
cromoproteína amarilla pSB1C3-B0034-amilGFP + pUC18 (Figura 4-14)], se realizaron 
ensayos cualitativos preliminares con el fin de establecer las condiciones de cultivo 
adecuadas para evaluar los biosensores en diferentes concentraciones de As. Este 
procedimiento fue realizado debido a que las cromoproteínas empleadas como sistema 
reportero aún se encuentran en estudio y porque se ha observado que diferentes 
variables (p.e.: longitud de onda a la que se somete el cultivo durante su crecimiento; 
temperatura; tiempo de incubación) afectan la expresión del color.   
1 2 3 4 5 6 
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4.3.1 Selección de condiciones de cultivo para ensayos con el 
biosensor BASmor a diferentes concentraciones de As: 
evaluación cualitativa 
La evaluación y selección de las condiciones de cultivo adecuadas para la expresión y 
evaluación del color de los BAS ensamblados se realizó únicamente con el BASmor 
debido a que en un comienzo se consideró que las condiciones escogidas para este 
biosensor podrían funcionar adecuadamente para el cultivo y evaluación  del BASros. 
En primer lugar se comenzó por definir si se utilizaría medio LBA+Ampicilina en estado 
sólido o líquido suplementado con diferentes concentraciones de As(III), esto debido a 
que en los ensayos realizados con las cromoproteínas (Figura 4-9) el color era 
detectable a simple vista en ambos medios de cultivo. En la Figura 4-16 se puede 
observar el crecimiento y color del cultivo del BASmor después de 48 h de incubación en 
los diferentes estados del medio (sólido o líquido). Una vez finalizado el tiempo de 
incubación, en el medio líquido (Figura 4-16 A) no era perceptible un cambio de color del 
cultivo en las diferentes concentraciones de As(III), razón por la cual se centrifugó el 
cultivo para determinar si en la biomasa recolectada se observaba un cambio de color 
(Figura 4-16 B). Sin embargo, en ninguno de los dos casos hubo cambio de color en la 
biomasa respecto a la concentración de As(III).   
En cuanto al cambio de color en cultivos realizados en medio solido (Figura 4-16 C y 
Figura 4-16 D), finalizado el tiempo de incubación en ambas siembras (aislamiento y 
siembra masiva), se puede observar que el cultivo adquiere una tonalidad gris, sin 
embargo no es perceptible el cambio de color (morado) entre las diferentes 
concentraciones de As(III) presentes en el medio. Debido a esto, se decidió recolectar 
con una punta de micropipeta blanca una parte de la biomasa (Figura 4-16 E), y se 
observó un cambio en el color del cultivo respecto a las diferentes concentraciones de 
As(III), lo que confirmó el correcto funcionamiento del sensor. Para poder observar mejor 
este cambio de color, se distribuyó la biomasa recolectada en una hoja de papel blanco 
(Figura 4-16 E), y en este caso el cambio de color del BASmor en las diferentes 
concentraciones de As(III) fue claramente perceptible “al ojo desnudo”.  
Este comportamiento (donde se observa cambio de color únicamente en medio solido 
con presencia de As) puede deberse a que en el cultivo liquido, por la agitación y libertad 
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de las células en el medio, los nutrientes y el As presentes en el cultivo se encuentran en 
contacto más frecuente con la biomasa comparado con el medio solido, situación que 
puede conllevar a que el metaloide esté interactuando intracelularmente con la 
cromoproteína de una manera distinta a como ocurre cuando el cultivo se realiza en 
medio sólido (Stanier et al., 2005). Adicionalmente, es posible que este comportamiento 
ocurra debido a la forma en la cual se realizó el ensayo: en la evaluación en medio 
liquido, el microorganismo se ve enfrentado a un contacto repentino con el metaloide 
cuando ya se encuentra en fase exponencial, mientras que en el cultivo en medio sólido 
el microorganismo debe volver a crecer bajo las condiones de estrés [presencia de 
As(III)], situación que puede estar afectando la expresión de las cromoproteínas. Debido 
a estos resultados, es conveniente plantear futuras investigaciones que evalúen la 
producción de la cromoroteína cambiando las condiciones de estudio y evaluar la 
interacción entre los metales y las cromoproteínas utilizadas como sistema reportero, 
para determinar si esto es lo que está causando el comportamiento observado. 
Teniendo en cuenta que el cambio de color en el biosensor únicamente se observaba a 
simple vista en medio sólido, se definió para los ensayos posteriores que el cultivo se 
realizaría en agar LBA+Ampicilina y la biomasa sería recolectada para poder determinar 
el cambio de color en las diferentes concentraciones de As.  
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Figura 4-16. Evaluación cualitativa de BASmor descrita en la sección 3.5.2 - Ensayo A. Selección de 
condiciones de cultivo medio sólido vs. Líquido a diferentes concentraciones de As(III) en μg/L. Resultados 
obtenidos después de 48 h de incubación en medio LBA+Ampicilina. A) Crecimiento en medio LBA líquido; 
B) Biomasa- pellet obtenido a partir de la centrifugación del cultivo líquido; C) Aislamiento realizado en agar 
LBA; D) Cultivo masivo realizado en agar LBA; E) A partir del cultivo masivo de la imagen D se utilizó una 
punta de micropipeta y se recolectó la biomasa que se observa en la figura; F) La biomasa bacteriana 
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Posteriormente, se decidió evaluar si la expresión del color dependía de la temperatura 
de incubación durante el periodo de inducción. Por lo tanto, se realizaron los cultivos con 
las condiciones establecidas previamente en medio solido, se sometió el BASmor a 
diferentes temperaturas de inducción (T. ambiente de Bogotá de ~20 ºC, 30°C y 37°C) y 
se monitoreo el cambio de color a simple vista a las 24 y 48 h de incubación. Como se 
puede observar en la Figura 4-17 A.1 y Figura 4-17 A.2, a las 24 horas de inducción el 
cambio de color morado fue fácilmente detectable en la temperatura de 37 °C. Esto 
puede deberse a que esta es la temperatura óptima de crecimiento de E. coli, por lo cual 
la cantidad de proteína reportera producida es mayor bajo esta condición en un menor 
tiempo. 
Es importante mencionar que a las 48 h de cultivo (Figura 4-17 B.1 y Figura 4-17 B.2) el 
cambio de color fue perceptible en todas las temperaturas y su intensidad mayor que la 
obtenida a las 24 h. Esto, probablemente se debe a que el BASmor ha producido mayor 
cantidad de cromoproteína y esta ha tenido mayor tiempo para completar sus procesos 
de maduración y plegamiento. Adicionalmente, a las 48 h la linealidad en el cambio de 
color respecto a la concentración de As(III) se observó claramente a T. ambiente, 
situación que podría ser conveniente para futuros estudios e implementaciones del 
sensor en campo, ya que no se requeriría de un equipo de incubación para las muestras. 
Para este estudio y los ensayos presentados a continuación se seleccionó como 
temperatura de incubación 37 °C y como tiempo adecuado para realizar la evaluación de 
color las 24 h. Se definieron estas condiciones porque esta es la temperatura que 
permite observar un cambio de color respecto a la concentración de As en un menor 
tiempo.
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Figura 4-17. Evaluación cualitativa del biosensor BASmor descrita en la sección 3.5.2 - Ensayo B. Selección 
de condiciones de cultivo a diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubación, a diferentes 
concentraciones de As(III) en μg/L. A) A partir de una siembra masiva del cultivo se utilizó una punta de 
micropipeta y se recolectó la biomasa que se observa en la figura después de 24 h de incubación (A.1), y 
posteriormente se distribuyó la biomasa en una hoja de papel blanco (A.2); B) A partir de una siembra 
masiva del cultivo se utilizó una punta de micropipeta y se recolectó la biomasa que se observa en la figura 
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Una vez establecido el medio de cultivo, el tiempo y la temperatura de incubación, se 
evaluó si la expresión del color variaba en diferentes condiciones de luz. Esto se realizó 
debido a que en el estudio de (Verkhusha, Chudakov, et al., 2004) se reporta que la 
formación de los cromóforos y su subsecuente percepción a simple vista (color 
observado) puede ser alterada empleando diferentes longitudes de onda.  
Para este ensayo se probaron únicamente dos condiciones: luz blanca y oscuridad. En la 
Figura 4-18 se puede observar que, en general, en ambas condiciones el cambio de 
color respecto a la concentración de As(III) es perceptible a simple vista. Sin embargo, 
en oscuridad (Figura 4-18 A) la linealidad en el cambio del color es mayor a la del cultivo 
expuesto a luz blanca (Figura 4-18 B), en el cual a concentraciones de 7500 μg As(III)/L el 
color es más intenso que en concentraciones más elevadas (75000 μg As(III)/L ). Por 
esto, se estableció que para los posteriores ensayos la incubación se realizaría en 
condiciones de oscuridad. 
 
Figura 4-18. Ensayo cualitativo del biosensor BASmor descrito en la sección 3.5.2 - Ensayo C. Evaluación 
de la producción de color a diferentes condiciones de luz durante incubación del cultivo a diferentes 
concentraciones de As(III) en μg/L. Fotografía tomada después de 24 h a 37 °C. A) Cultivo incubado en 







82 Diseño de un biosensor para la detección de Arsénico 
 
4.3.2 Evaluación colorimétrica de los biosensores BASmor y 
BASros bajo diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y 
antimonio 
Como se mencionó anteriormente, en los biosensores para la detección de As 
ensamblados hasta la fecha (Tabla 1-1), se requieren sustratos costosos para la 
detección de la proteína reportera producida o equipos de medición para la misma. 
Motivos que hacen necesaria la búsqueda y el diseño de sistemas (biosensores o 
bioreporteros) que permitan una identificación fácil, rápida y sin costos adicionales de la 
concentración de As presente en el medio. En este estudio se propuso como una posible 
solución a estos inconvenientes el uso de cromoproteínas como sistema reportero. Las 
ventajas de este sistema radican en que su detección se puede realizar “al ojo desnudo” 
sin la necesidad de adicionar sustratos al medio, lo que cual permite disminuir costos a la 
hora de idear un producto comercial y permite que personal no capacitado en áreas 
como la microbiología puedan realizar una evaluación cualitativa de una muestra 
desconocida.  
En la sección 4.3.1 se seleccionaron las condiciones de crecimiento e incubación para 
realizar los ensayos bajo diferentes concentraciones de As. A continuación se presentan 
los resultados obtenidos para los dos biosensores que expresan color (BASmor y 
BASros) evaluados con As(III), As(V) y Sb(III) en diferentes concentraciones de cada uno 
de los metaloides. 
 Evaluación colorimétrica del biosensor de arsénico BASmor bajo 
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y antimonio 
Del set de tres biosensores ensamblados en este trabajo, a continuación se presentan 
los resultados obtenidos bajo diferentes concentraciones de As(III), As(V) y Sb(III) con el 
BASmor (gen arsR + cromoproteína morada pSB1C3-B0034-amilCP + pUC18). Para 
estos ensayos se siguió el protocolo descrito en la sección 3.5.3 en donde el cultivo se 
realiza en medio sólido y una vez finalizado el tiempo de incubación se recolecta la 
biomasa para evaluar el cambio de color cualitativamente y, posteriormente, realizar una 
evaluación de la diferencia entre el color de las células expuestas al metaloide utilizando 
el colorímetro de mesa ColorQuest XE (Hunterlab). Los colores basados en los espectros 
de luz transmitida a través de los cultivos se representaron en el sistema CIE-L*a*b 
(McLaren, 1976). El espacio de color CIE-L*a*b  es un sistema general para medir color 
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en objetos y permite establecer diferencias entre colores. En este espacio de color las 
coordenadas de L* y a*b* son expresadas como valores referentes de luminosidad y 
chroma, respectivamente. Un incremento en el valor de a* a partir del centro del espacio 
de color hacia una dirección positiva indica un incremento en el chroma rojo, y un 
incremento en el valor de a* desde el centro del espacio hacia una dirección negativa 
indica un aumento en el chroma verde. Una variación en el valor de b* en una dirección 
positiva indica el incremento del chroma amarillo mientras que un aumento en la 
dirección negativa indica el incremento del chroma azul (Figura 4-19). 
 
Figura 4-19. Espacio de color del sistema CIE-L*a*b*. Tomado de ISO (2006) 
En el BASmor bajo diferentes concentraciones de As(III) (75 μg/L – 374.600 μg/L; Figura 
4-20), se observa claramente, y sin necesidad de equipos, que el arsenito induce 
satisfactoriamente la expresión de la cromoproteína dependiendo de la concentración de 
metaloide presente en el medio, siendo detectable por un cambio en el color o tonalidad 
morada del cultivo. Al analizar cada uno de los puntos con el colorímetro de mesa 
(Figura 4-21), en donde se espera que a mayor concentración de As(III) presente en la 
muestra aumenten los valor de –b* (aumento en el chroma azul), se pudo observar una 
clara tendencia al aumento de la tonalidad morada que corresponde a los tonos 
observados en la Figura 4-20. 
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En general, tanto en el análisis cualitativo como en el cuantitativo el comportamiento del 
biosensor BASmor en las diferentes concentraciones de As(III) es positivo. Se puede 
observar (Figura 4-20 y Figura 4-21) que la respuesta en el cambio de color aumenta 
hasta alcanzar una concentración de 37.460 μg/L y a partir de este punto el arsénico 
comienza a ser tóxico para las células, generando una inhibición del cultivo y por lo tanto 
una disminución en la producción de la cromoproteína y de la correspondiente 
disminución de intensidad de color en el medio. Esta situación es similar a la reportada 
por (Liao et al., 2005), cuyo biosensor tiene como constructo el gen arsR de S. aureus 
junto con la proteína GFP y en el cual, a concentraciones mayores a 750 μg As(III)/L, se 
observó un decrecimiento en las unidades de fluorescencia. Al comparar la respuesta de 
los dos biosensores, el BASmor presenta una respuesta lineal a mayores 
concentraciones de As(III) presentes en el medio (Liao et al., 2005) lo cual es útil si se 
pretiende realizar una medición de As(III) en aguas contaminadas con alta presencia del 
metaloide, teniendo en cuenta que el limite máximo de detección de este sistema es de 
37.460 μg As(III)/L.  
Por otro lado, para que el cambio de color pueda ser visto en el BASmor, se requieren 
grandes cantidades de arsenito presentes en el medio, lo cual es una desventaja en este 
sistema ya que lo ideal sería obtener un límite de detección de 10 μg/L o inferior. Esta 
situación puede deberse a la manera en la cual está diseñado este ensayo. Como se 
mencionó anteriormente, este se realiza en medio sólido donde el acceso a los nutrientes 
y, en este caso, al metaloide es menor comparado con el cultivo líquido, lo que implica 
que se necesitan mayores concentraciones de As(III) en el medio para producir un 
cambio. 
 




Figura 4-20. Cambio de color del biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de As(III) después de 
24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio mínimo M9 para realizar 
las lecturas colorimétricas (ver Figura 4-21). (C+): corresponde al crecimiento y expresión del color del 
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteína sin el gen arsR, o sea, expresión de la cromoproteína sin 
regulación génica (ver sección 4.2.1). 
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Figura 4-21. Evaluación colorimétrica del biosensor BASmor en diferentes concentraciones de As(III) 
después de 24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorímetro de mesa 
ColorQuest XE (Hunterlab). 
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Al probar el BASmor con diferentes concentraciones de As(V) (75 μg/L – 750.000 μg/L) 
se obtuvo un comportamiento similar al ensayo con arsenito (Figura 4-22 y Figura 4-23). 
El color morado aumentó gradualmente (aumento de –b* en la Figura 4-23) hasta que el 
metaloide empezó a ser tóxico para la célula, momento en el cual comienza a disminuir 
el crecimiento celular y por lo tanto la producción de la cromoproteína. Sin embargo, 
utilizando este estado de oxidación del metaloide se requiere aún una concentración más 
alta del mismo (concentraciones superiores a 3746 μg As(V)/L) para obtener una 
respuesta. Este comportamiento ya ha sido reportado en varios biosensores 
(Ramanathan et al., 1998; Stocker et al., 2003) y se le ha atribuido a la afinidad que tiene 
el ArsR por el arsenito, la cual es mayor que por el arsenato ocasionando que se 
requiera una mayor concentración de As(V) para inducir la respuesta deseada 
(Ramanathan et al., 1998). 
Por otro lado, se conoce que la proteína ArsR tiene afinidad tanto por iones de As como 
por iones de Sb(III) (Carlin et al., 1995; Shen et al., 2013). En la mayoría de biosensores 
ensamblados se realiza una prueba con diferentes concentraciones de antimonio con el 
fin de determinar la respuesta del biosensor a la presencia de este metaloide, 
encontrando que el Sb(III) produce una respuesta similar a la generada por el As(III) 
(Kaur et al., 2015; Ramanathan et al., 1997; Scott et al., 1997; Tauriainen et al., 1997). Al 
realizar el ensayo con el biosensor BASmor y diferentes concentraciones de Sb(III) se 
observó (Figura 4-24 y Figura 4-25) que no hubo una respuesta en el cambio de color 
respecto a las diferentes concentraciones de Sb(III) presentes en el medio. Esta 
situación puede deberse a que, en este caso, la afinidad de ArsR por el Sb(III) es menor 
a la afinidad que tiene por el As(III), situación similar al estudio realizado por (Ivanina et 
al., 2009) donde fueron requeridas altas concentraciones (>400 μg/L) de Sb(III) para 
generar una respuesta en el biosensor ensamblado. Adicionalmente, en el caso del 
BASmor, en donde las células deben crecer en presencia del metaloide, la falta de color 
puede deberse a la alta toxicidad del metaloide sobre las células. Carlin et al. (1995) 
reportó que se requiere una menor concentración de Sb(III) en el medio para causar la 
misma toxicidad que el As(III). Esto fue comprobado en la recolección de las muestras 
para realizar las mediciones de color una vez que el Sb(III) generó una alta inhibición en 
los cultivos, encontrándose que a concentraciones de 5000 μg/L prácticamente no se 
observó crecimiento celular. Esta situación se ve reflejada en los valores de b* 
observados en la Figura 4-25 y motivo por el cual no se probaron concentraciones 
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superiores de este metaloide. Esta falta de respuesta en presencia de Sb(III) es una 
ventaja en el sistema ensamblado, pues de esta manera los iones de Sb(III) no serán 
interferentes en las mediciones de As(III) y As(V) en una muestra de agua.  
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Figura 4-22. Cambio de color del biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de As(V) después de 
24 h de incubación a 37°C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio mínimo M9 para realizar las 
lecturas colorimétricas (ver Figura 4-23). (C+): corresponde al crecimiento y expresión del color del 
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteína sin el gen arsR, o sea, expresión de la cromoproteína sin 
regulación génica (ver sección 4.2.1). 

















Figura 4-23. Evaluación colorimétrica del biosensor BASmor en diferentes concentraciones de As(V) 
después de 24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorímetro de mesa 
ColorQuest XE (Hunterlab). 
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Figura 4-24. Cambio de color del biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de Sb(III) después de 
24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio mínimo M9 para realizar 
las lecturas colorimétricas (ver Figura 4-25). (C+): corresponde al crecimiento y expresión del color del 
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteína sin el gen arsR, o sea, expresión de la cromoproteína sin 
regulación génica (ver sección 4.2.1). 
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Figura 4-25. Evaluación colorimétrica del biosensor BASmor en diferentes concentraciones de Sb(III) 
después de 24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorímetro de mesa 
ColorQuest XE (Hunterlab). 
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De los biosensores a As ensamblados hasta la fecha (Tabla 1-1), el único diseño que ha 
utilizado un reportero que se puede observar a simple vista sin la necesidad de utilizar 
equipos o sustratos adicionales para obtener una respuesta, es el realizado por Yoshida 
et al. (2008) en donde se utiliza un carotenoide (gen crtI) como proteína reportera. Al 
comparar el comportamiento de este biosensor con el biosensor BASmor se concluye 
que, en ambos, el cambio de color es perceptible a simple vista, ventaja que ofrecen 
estos dos sistemas contra otros como lo son los que requieren un equipo para medir la 
respuesta (fluorescencia). En ambos biosensores, el tiempo de inducción es de 24 horas, 
un tiempo prolongado si se compara con otros mecanismos de respuesta como los del 
GFP y lux, motivo por el cual se hace necesario realizar estudios que permitan obtener 
un cambio de color en un tiempo inferior. Ahora bien, las ventajas del biosensor BASmor 
respecto al biosensor diseñado por Yoshida et al. (2008) son que en el primero no se 
observa interferencia por parte de los iones de Sb(III), que el cultivo bacteriano es de 
crecimiento rápido y que no requiere de un medio de cultivo de requerimientos 
nutricionales muy específicos, como si lo requiere el biosensor de Yoshida et al. (2008).  
 Evaluación colorimétrica del biosensor de arsénico BASros bajo 
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y antimonio 
De las tres cromoproteínas utilizadas como genes reporteros para el ensamblaje de los 
biosensores a As, la única que ha sido estudiada en algunos aspectos es la pSB1C3-
B0034-asPink (rosada) o también conocida como asFP595 (Lukyanov et al., 2000). Esta 
cromoproteína presenta una característica especial y es que según la longitud de onda 
de excitación, la repuesta colorimétrica puede convertirse en fluorescencia (Schäfer et 
al., 2008). Sin embargo, este mecanismo aún no está completamente elucidado, por lo 
cual se han intentado realizar mutaciones sobre los tres aminoácidos (MYG) que 
conforman el cromóforo (Wilmann et al., 2005). 
Para realizar los ensayos con el biosensor BASros en diferentes concentraciones de 
As(III), As(V) y Sb(III) se siguió el protocolo descrito en la sección 3.5.3, en donde el 
cultivo se realiza en medio sólido y una vez finalizado el tiempo de incubación se 
recolecta la biomasa para evaluar el cambio de color cualitativamente. Posteriormente, 
se realizó una evaluación de la diferencia entre el color de las células expuestas al 
metaloide utilizando el colorímetro de mesa ColorQuest XE (Hunterlab). En las lecturas 
realizadas con este sensor se espera que a mayor concentración de As presente en la 
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muestra aumenten los valor de +a* (aumento en el chroma rojo) ya que se aumentará el 
color rosado. 
A la hora de analizar los resultados obtenidos al someter el biosensor BASros a 
diferentes concentraciones de As(III) (Figura 4-26 y Figura 4-27), As(V) (Figura 4-28 y 
Figura 4-29) y Sb(III) (Figura 4-30), no se logra establecer diferencias en el color 
producido en cada una de las concentraciones de los metaloides. Estos resultados 
pueden atribuirse principalmente a que las condiciones que se utilizaron para la 
realización de estos ensayos fueron las establecidas para el biosensor BASmor. Esto 
indica que se hace necesario estudiar cuales condiciones son mejores para aumentar la 
expresión de la respuesta producida por el biosensor BASros como lo son, por ejemplo, 
el tiempo de inducción, la temperatura, las condiciones del cultivo (liquido vs. sólido) y la 
longitud de onda durante la incubación de las células. 
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Figura 4-26. Cambio de color del biosensor BASros bajo diferentes concentraciones de As(III) después de 
24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio mínimo M9 para realizar 
las lecturas colorimétricas (ver Figura 4-27). (C+): corresponde al crecimiento y expresión del color del 
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteína sin el gen arsR, o sea, expresión de la cromoproteína sin 
regulación génica (ver sección 4.2.1). 
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Figura 4-27. Evaluación colorimétrica del biosensor BASros en diferentes concentraciones de As(III) 
después de 24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorímetro de mesa 
ColorQuest XE (Hunterlab). 
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Figura 4-28. Cambio de color del biosensor BASros bajo diferentes concentraciones de As(V) después de 24 
h de incubación a 37 °C en oscuridad. La biomasa fue resuspendida en medio mínimo M9 para realizar las 
lecturas colorimétricas (ver Figura 4-29). (C+): corresponde al crecimiento y expresión del color del 
recombinante E.coli-TOP10+cromoproteína sin el gen arsR, o sea, expresión de la cromoproteína sin 
regulación génica (ver sección 4.2.1). 
Concentración As (V) ug/L
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Figura 4-29. Evaluación colorimétrica del biosensor BASros en diferentes concentraciones de As(V) después 
de 24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorímetro de mesa ColorQuest XE 
(Hunterlab). 
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Figura 4-30. Evaluación colorimétrica del biosensor BASros en diferentes concentraciones de Sb(III) 
después de 24 h de incubación a 37 °C en oscuridad. Lecturas realizadas con un colorímetro de mesa 
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4.3.3 Evaluación de fluorescencia del biosensor BASama bajo 
diferentes concentraciones de arsenito, arsenato y antimonio 
La última cromoproteína utilizada como sistema reportero fue la pSB1C3-B0034-
amilGFP, la cual tiene como ventaja que es fluorescente sin necesidad de agregar 
ningún sustrato al medio de cultivo. Adicionalmente, al utilizar este sistema reportero se 
esperaba obtener un menor limite de detección comparado con los biosensores BASmor 
y BASros en la detección de los metaloides ya que esta técnica es más sensible y 
permitiría finalizar el proyecto postulando un biosensor para la detección cualitativa de As 
(BASmor ó BASros) y uno para la cuantificación de As en aguas (BASama). 
En el biosensor BASama se evaluó el cambio de las unidades de fluorescencia (UF) en 
diferentes concentraciones de As(III) después de 4 h de inducción (Figura 4-31). En la 
Figura 4-32 se observa como a medida que aumentó la concentración de As(III) las 
unidades de fluorescencia aumentaron gradualmente. En el estudio realizado por Diorio 
et al. (1995) observaron un umbral de expresión del operón ars, determinando que la 
inducción del operón no era observable a concentraciones menores de 1 μg As(III)/L. Sin 
embargo, al comparar los resultados con los biosensores a As que han utilizado GFP 
como sistema reportero (Buffi et al., 2011; Kawakami et al., 2010; Siddiki et al., 2011; 
Stocker et al., 2003; Tani et al., 2009), el límite de detección obtenido en el presente 
estudio (7,5 μg As(III)/L) es acorde con lo reportado (Tabla 1-1). Se sugiere realizar 
algunas modificaciones como la adición de una copia extra del promotor del gen arsR ó 
aumentar el tiempo de inducción como lo propone Ramanathan et al. (1998). Esto podría 
incrementar la sensibilidad del sistema ensamblado.  
 
96 Diseño de un biosensor para la detección de Arsénico 
 
 
Figura 4-31. Fluorescencia emitida por el cultivo de E.coli-BASama en medio LBA después de 24 h de 
incubación a 37 °C en 7500 μg/L de As(III). 
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Figura 4-32 Evaluación de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama en diferentes concentraciones 
de As(III) después de 4 h de inducción a 37 °C, 200 rpm y en oscuridad. Lecturas realizadas en un 
espectrofluorómetro con lámpara de xenón (PTI QuantaMaster 300). 
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Cuando se realizaron las mediciones con diferentes concentraciones de As(V) (Figura 
4-33), el comportamiento del biosensor BASama no fue el esperado ya que no se obtuvo 
una respuesta dependiente de la concentración del metaloide presente en la muestra. 
Este resultado generó curiosidad ya que se esperaba obtener un comportamiento similar 
al obtenido con el biosensor BASmor, pero más sensible. Sin embargo, anteriormente se 
había realizado un ensayo modificando algunas de las condiciones mencionadas en la 
sección 3.5.4. Estas modificaciones fueron que el cultivo no se conservó a -80°C una vez 
obtenido el DO600nm 0,6 y que el montaje fue realizado en un microtubo de 1,5 ml. En este 
ensayo (Figura 4-34) se observó que las unidades de fluorescencia aumentaron 
dependiendo de la concentración de As(V) hasta un valor máximo cercano a las 12000 
UF, donde después empezaron a disminuir. Este comportamiento si fue similar al 
obtenido con el biosensor BASmor bajo diferentes concentraciones de As(V). 
Lamentablemente, no fue posible comparar estos datos con los obtenidos en el ensayo 
del biosensor BASama con As(III) (Figura 4-32) ya que las condiciones experimentales 
no fueron las mismas, por lo que se sugiere que se repita este ensayo.  
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Figura 4-33 Evaluación de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama (ensayo con células 
conservadas a -80 °C) en diferentes concentraciones de As(V) después de 4 h de inducción a 37 °C, 200 
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Figura 4-34. Evaluación de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama (ensayo con células sin 
conservar a -80 °C) en diferentes concentraciones de As(V) después de 4 h de inducción a 37 °C, 200 rpm y 
en oscuridad. Lecturas realizadas en un espectrofluorómetro con lámpara de xenón (PTI QuantaMaster 300).  
 
Al evaluar el comportamiento del biosensor BASama en diferentes concentraciones de 
Sb(III) (Figura 4-35), este fue muy similar al obtenido con el biosensor BASmor, en donde 
no se obtuvo una respuesta dependiente de las concentraciones de Sb(III) presentes en 
el medio. En la mayoría de los casos, la respuesta estuvo por debajo de la emitida en el 
punto de 0 μg Sb(III)/L. Sin embargo, en esta ocasión al llegar a la concentración de 
5000 μg Sb(III)/L se observó como las unidades de fluorescencia aumentaron hasta 
llegar cerca de las 12000 UF. Este comportamiento permite deducir que el sensor si 
reconoce los iones de Sb(III) pero que es necesaria una gran concentración de estos en 
el medio para producir una respuesta, situación similar a la reportada por Ivanina et al. 
(2009) en donde se requieren concentraciones mayores a 400 μg Sb(III)/L para obtener 
un cambio.   
Esta situación no ocurre con el biosensor BASmor debido a que la metodología 
empleada para evaluar las diferentes concentraciones de As y Sb presentes en el medio 
son distintas. En los ensayos en donde se evalúa color el cultivo microbiano debe crecer 
bajo las diferentes concentraciones de los metaloides por lo cual el Sb(III) inhibe el 
crecimiento de la célula y por lo tanto no se produce cromoproteína. En cambio, en el 
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metaloide y el tiempo de contacto con este es relativamente corto. Por esto, la respuesta 
si se alcanza a observar mediante esta metodología.  
Concentración Sb(III) ug/L




























Figura 4-35 Evaluación de la fluorescencia emitida por el biosensor BASama en diferentes concentraciones 
de Sb(III) después de 4 h de inducción a 37 °C, 200 rpm y en oscuridad. Lecturas realizadas en un 




5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
5.1 Conclusiones 
 Se identificaron, de material biológico nativo de Colombia, dos secuencias 
correspondientes al gen arsR las cuales mostraron una estrecha relación para los 
genes arsR de Bacillius cereus ATCC 14579 (identidad del 99%, E=2e-64) y 
Escherichia coli ST540 (identidad del 100%, e=0.0). 
 Se ensamblaron tres biosensores para la detección de arsénico empleando el gen 
arsR obtenido de una secuencia metagenómica de la sabana de Bogotá (estrecha 
relación con el gen arsR de E. coli) y diferentes cromoproteínas como gen reportero 
en el plásmido pUC18 y utilizando la cepa E. coli TOP10 como célula huésped del 
constructo.  
 Se presenta el primer reporte en el país del ensamblaje de varios biosensores para 
la detección de arsénico 
 Se presenta el primer reporte del ensamblaje de varios biosensores para la 
detección de arsénico empleando cromoproteínas como sistema reportero. 
 El biosensor BASmor ensamblado se perfila como una posible alternativa para 
determinar la ausencia/presencia de As en una muestra de agua, ya que permite 
realizar una evaluación cualitativa de As(III) y As(V). Sin embargo, se hace necesario 
realizar modificaciones al constructo con el fin de aumentar la sensibilidad de este 
sensor.  
 El biosensor BASros no produjo resultados positivos bajo las condiciones de estudio. 
Por esto, se propone realizar una evaluación de las condiciones óptimas de 
expresión de la cromoproteína para este sistema. 
 El biosensor BASama mostró un límite de detección de 7,5 μg As (III)/L, permitiendo 
una medición cuantitativa de este ion en solución acuosa. 
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5.2 Recomendaciones y Perspectivas  
 Debido a que en el estudio realizado por Rosenstein et al. (1994) se demuestra que 
a pesar de que los diversos tipos de gen arsR cumplen la misma función en la célula, 
estos no tienen la misma sensibilidad. Así, y teniendo en cuenta que en este estudio 
se identificó el gen arsR correspondiente al género Bacillus sp., sería interesante 
estudiar a futuro la sensibilidad a arsenito y arsenato de este gen junto con su 
promotor. 
 De las cromoproteínas empleadas como sistema reportero aún se desconoce sus 
condiciones óptimas de expresión. Por esto, es importante realizar estudios a 
profundidad con los biosensores desarrollados en un amplio rango de condiciones 
como temperatura, tiempo de incubación, sustratos, medios de cultivo y exposición a 
diferentes longitudes de onda, para establecer las mejores condiciones de expresión 
del color en cada uno de los casos (morado y rosado). 
 Debido a los resultados presentados en la sección 4.3.1, en donde el color no es 
perceptible en cultivos líquidos, se recomienda evaluar si hay una posible interacción 
entre los metales y las cromoproteínas reporteras que pueda estar generando este 
comportamiento. 
 Se recomienda realizar un estudio del tiempo óptimo de inducción de la fluorescencia 
en el biosensor BASama diseñado. 
 Debido a los resultados obtenidos con el biosensor BASama en presencia de 
diferentes concentraciones de arsenato, se recomienda repetir estos ensayos sin 
realizar el paso de congelación de las células a -80 ºC. 
 De acuerdo a lo reportado por Chiou et al. (2011); Kawakami et al. (2010) y Yoshida 
et al. (2008), en donde en ocasiones el gen arsR junto con su promotor reconocen 
otros metales diferentes al As, se recomienda realizar ensayos de los biosensores en 
presencia de otros elementos como: hierro, calcio, zinc, cobre y cobalto. 
 Se debe estudiar la posibilidad de realizar modificaciones al constructo para buscar 
la forma de aumentar la sensibilidad del biosensor BASmor. Una opción para esto 
sería colocar una copia adicional de gen arsR+promotor como lo realizó Stocker et 
al. (2003). 
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ANEXO A: MEDIOS DE CULTIVO Y 
SOLUCIONES 
A.1 Composición química del medio TSA y TSB 
Nota: Se utilizó agua desionizada para la preparación de todos los medios 
de cultivo y soluciones. 
TRYPTICASE SOY AGAR (TSA) 
COMPONENTE CANTIDAD POR LITRO 
Triptona 15 g 
Cloruro de sodio 5 g 
Digerido enzimático de harina de soya 5 g 
Agar-Agar 15 g 
 
TRYPTICASE SOY BROTH (TSB) 
El medio de cultivo TSB tiene la misma composición en g/L que el medio TSA a 
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A.2 Composición química del medio Luria- 
Bertani (LB) 
COMPONENTE CANTIDAD POR LITRO 
Triptona 10 g 
Cloruro de sodio 10 g 
Extracto de levadura 5 g 
Agar-Agar 15 g 
 
A.3 Antibióticos 
ANTIBIÓTICO CONCENTRACIÓN EN EL MEDIO 
Ampicilina 100 μg/ml 
Kanamicina 50 μg/ml 
Cloranfenicol 50 μg/ml 
Tetraciclina 15 μg/ml 
 
A.4 Composición química del medio SOC 
COMPONENTE CANTIDAD  
Peptona de Caseína 20 g/L 
Cloruro de sodio 0,58 g/L 
Extracto de levadura 5 g/L 
KCl 0,19 g/L 
MgCl2 + MgSO4 20 mM 




A.5 Composición química del medio mínimo M9  
COMPONENTE CANTIDAD 
(para 100 ml) 
Sales M9 (5X) 20 ml 
Glucosa (20 %) 2 ml 
MgSO4 (1 M) 200 μl 
CaCl2 10 μl 
H2Odesionizada 78 ml 
 
SALES M9 
COMPONENTE CANTIDAD POR LITRO 
Na2HPO4*7H2O 64 g 
KH2PO4 15 g 
NaCl 5 g 
 
A.6 Composición química del Buffer TE 
COMPONENTE CONCENTRACIÓN FINAL (1X) 
Tris-HCl (pH 7,4) -1 M 1 ml 
EDTA (pH 8,0) – 0.5 M  0.2 ml 
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A.7 Composición química del CTAB/NaCl 
COMPONENTE CANTIDAD PARA 100 ml 
NaCl 4,1 g 
CTAB 10 g 
H2Odesionizada 100 ml 
 
A.8 Composición química soluciones lisis alcalina 
(1, 2 y 3) 
SOLUCIÓN ALCALINA 1.  
COMPONENTE CONCENTRACIÓN FINAL 
Glucosa 50 mM 
Tris-HCl (pH 8,0) 25 mM 
EDTA ( pH 8,0) 10 mM 
Nota: Esterilizar en autoclave por 15 minutos 15 psi y almacenar a 4 °C. 
 
SOLUCIÓN ALCALINA 2.  
COMPONENTE CONCENTRACIÓN FINAL 
NaOH 0,2 N 








SOLUCIÓN ALCALINA 3.  
COMPONENTE CANTIDAD PARA 100 ml 
Acetato de potasio 5M 60 ml 
Ácido acético glacial 11,5 ml 
H2Odesionizada 28,5 ml 
 
 
A.9 Composición química del buffer “crush and 
soak” 
COMPONENTE CONCENTRACIÓN FINAL 
Acetato de amonio 0,5 M 
Acetato de magnesio 10 mM 
EDTA 1 mM 
SDS 0,1 %  
 
A.10 Composición química del buffer TBE (5x) 
COMPONENTE CANTIDAD POR LITRO 
Tris base 54 g 
Ácido borico 27,5 g 
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A.11 Composición química del buffer TAE (50x) 
COMPONENTE CANTIDAD POR LITRO 
Tris base 242 g 
Ácido acético glacial 57,1 ml 













ANEXO B: PROTOCOLOS 
B.1 Extracción de ADN genómico 
La extracción del ADN genómico fue realizada empleando el método enzimático 
reportado por Andrews et al. (1996). En seguida se describe el protocolo usado: 
Inocular cada una de las cepas de interés en 100 ml de medio TSB e incubar a 37 °C y 
200 rpm durante 12 horas. Centrifugar a 855 rpm durante 15 min, descartar el 
sobrenadante y lavar la biomasa con solución salina (0,85 % NaCl) estéril. Repetir esta 
operación de lavado tres veces. Resuspender la biomasa en buffer TE (Anexo A.6) y 
lisozima (Sigma) e incubar a 37 °C durante 1 h. Adicionar SDS 1 % y proteinasa K 
(Fermentas), mantener durante 1 h a 50 °C en baño-maría. Agregar NaCl 0,85% y 
CTAB/NaCl (Anexo A.7) y sumergir 10 min a 65 °C en baño-maría. Agregar solución de 
fenol:cloroformo: alcohol isoamilico (proporción 25:24:1) (Amresco), mezclar en vórtex y 
centrifugar 5 min a 13.000 rpm. Transferir el sobrenadante a un microtubo estéril y 
agregar la solución fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (proporción 25:24:1) (Amresco), 
mezclar suavemente y centrifugar 5 min a 13.000 rpm. Transferir el sobrenadante a un 
microtubo estéril y agregar isopropanol frío; mantener en hielo durante 2 h. Centrifugar 
por 10 min a 13.000 rpm, descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol frío 
al 70 %. Centrifugar por 10 minutos a 13.000 rpm, descartar el etanol y dejar evaporar los 
residuos. Resuspender el ADN precipitado en 100 µL de buffer TE (Anexo A.6), adicionar 
RNAsa (Fermentas) (15 µg/ml) e incubar a 37 °C durante 1 h. Verificar la extracción del 
ADN realizando una electroforesis en gel de agarosa 1 % (100 V, 60 min) utilizando 
marcador HypperladerTM 1 kb® (Bioline) y tinción del gel con SYBR® Safe (Invitrogen). 
Cuantificar la concentración de ADN (Nanodrop 2000, ThermoScientific). El ADN se 
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B.2 Extracción de ADN plásmidico: Lisis alcalina 
La extracción del ADN plasmídico fue realizada siguiendo el protocolo propuesto por 
Sambrook, (2001). A continuación se describe brevemente el protocolo utilizado:  
Inocular 15 ml de medio LB suplementado con el antibiótico de interés e incubar 12 h a 
37 °C y 200 rpm. Centrifugar a 8.500 rpm por 15 min a 4 °C. Descartar el sobrenadante y 
resuspender la biomasa en 200 µl solución alcalina 1 (Anexo A.8), agitar en vortex y 
añadir 400 µl solución alcalina 2 (Anexo A.8); agitar suavemente y agregar 300 µl de 
solución alcalina 3 (Anexo A.8); agitar en vortex y mantener en hielo por 3-5 minutos. 
Centrifugar a 12.000 rpm por 5 min a 4 °C y transferir el sobrenadante a un nuevo 
microtubo. Añadir 600 µl fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (proporción 25:24:1) 
(Amresco) y mezclar. Centrifugar a 12.000 rpm por 2 min a 4 °C. Transferir el 
sobrenadante a un microtubo nuevo y añadir un volumen igual de isopropanol, mezclar y 
precipitar a temperatura ambiente durante 2 min. Centrifugar a 13.000rom por 5 min. 
Descartar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 70 %, centrifugar a 13.000rpm por 
2 min y descartar el sobrenadante. Dejar evaporar el etanol y resuspender el pellet en 
agua. Confirmar la extracción del ADN plasmídico realizando una electroforesis en gel de 
agarosa 1 % (100 V, 60 min) y cuantificar la concentración de ADN por nanodrop 2000 
(ThermoScientific). 
 
B.3 Preparación de células competentes de E. coli 
usando cloruro de calcio.  
La preparación de células competentes utilizadas en este trabajo fue realizada siguiendo 
el protocolo reportado por Sambrook (2001), modificado como se indica brevemente a 
continuación. Las cepas de E. coli para las cuales se prepararon células competentes 
utilizando este protocolo fueron: E. coli TOP10, E. coli DH5α, E. coli AW3110 y E. coli 
BL21. 
Día 1: A partir de un stock de glicerol de bacterias no quimiocompetentes de E. coli DH5α 
o TOP10, sembrar una alicuota en agar LB sin antibiótico, incubando durante 18 horas a 
37 °C y 200 rpm.  
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Día 2: Elegir una colonia aislada (2-3 mm de diámetro) de las cajas de Petri con LB sin 
antibiótico e inocular en 3 ml de medio liquido LB sin antibiótico; incubar durante 18 horas 
a 37°C y 200 rpm. 
Día 3: Tomar 0,5 ml del cultivo preparado en el día 2 para inocular 100 ml de medio 
liquido LB suplementado con 10 mM MgSO4.7H2O y 0,2 % glucosa, sin antibiótico e 
incubar aproximadamente 4 h a 37 °C y 200 rpm, monitoreando constantemente la 
densidad óptica a 600 nm (DO600nm) hasta obtener un valor de 0,5-0,6. Transferir el 
cultivo celular a dos tubos falcon estériles de 50 ml previamente enfriados. Centrifugar 10 
min a 8.500 rpm y 4 °C. Descartar el sobrenadante y resuspender la biomasa en una 
solución de MgCl2-CaCl2 fría. Recuperar las células por centrifugación a 8.500 rpm 
durante 10 min a 4 °C. Remover el sobrenadante y resuspender la biomasa en 0,5 ml de 
medio A (LB suplementado con 10 mM MgSO4 y glucosa 0,2 %) frío y 2,5 ml de medio B 
(LB suplementado con 12 mM MgSO4, 36 % glicerol y 12 % polietilenglicol) frío. Mezclar 
con vórtex y servir alícuotas de 0,1 ml en 30 crioviales debidamente marcados. 
Almacenar a -80°C. 
 
B.4 Transformación de células competentes de E. 
coli  
La transformación de células competentes utilizadas en este trabajo fue realizada 
siguiendo el protocolo reportado por Sambrook (2001), modificado como se indica 
brevemente a continuación: 
Descongelar en frío (hielo o bloque de enfriamiento) uno de los viales de células 
competentes almacenados a -80°C (Anexo B.3). Transferir 50 μl de las células a un 
microtubo estéril de 2 ml (previamente enfriado) y añadir de 1 a 5 μl del ADN 
resuspendido (a una concentración aproximada de 100 ng/µl). Mezclar suavemente con 
la pipeta automática 6 a 10 veces. Incubar en hielo por 30 min. Realizar choque térmico 
de las células por inmersión del microtubo, durante 1 min, en un baño de agua 
precalentado a 42 °C. Incubar las células en hielo durante 5 min. Agregar 200 μl del 
medio SOC (Anexo A.4) a cada transformación e incubar las células a 37 °C por 2 h a 
200 rpm. Tomar alícuotas de 20, 50 y 100 μl y sembrar en medio solido LB + antibiótico. 
Incubar las cajas a 37 °C por 18 - 24h. 
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B.5 Análisis de Single Strand Conformation 
Polymorphism (SSCP) 
Para el análisis por SSCP se siguió el protocolo propuesto por Brandão et al. (2002). A 
continuación se describe brevemente el procedimiento utilizado: 
El procedimiento para la realización de este ensayo se describe brevemente a 
continuación. Se prepararon dos vidrios para realizar el “sándwich” del gel de 
electroforesis para análisis de los perfiles de SSCP. El primero de ellos es el vidrio que 
contiene el gel (vidrio pequeño), que fue lavado con metanol, luego se le agregó una 
solución adherente (1 ml de una solución al 10% de ácido acético en etanol, más 3 µl de 
solución fijadora (3-trimetoxisilil propil metacrilato) Sigma M6514) la cual se dejó secando 
por 5 minutos. Finalmente, se realizaron 3 lavados con metanol. Para el vidrio repelente 
(vidrio grande), se realizó lo siguiente: primero se limpió con 1 ml de metanol, después se 
agregó 1 ml de Sigmacote (Sigma SL-2) y se distribuyó por todo el vidrio, luego se dejó 
secar y se pulió ambos vidrios. Inmediatamente de la preparación de ambos vidrios, se 
colocaron dos separadores entre el vidrio grande y pequeño, juntando todo por medio de 
ganchos. Posteriormente se preparó el gel MDE 0,50X para SSCP, que contiene: 12,5 ml 
de 2X MDE, 31,28 ml de agua Mili-Q, 6 ml de 5X TBE (Anexo A.10), 200 µl de una 
solución al 10 % de persulfato de amonio y 20 µl de TEMED. Esto se mezcló y se tomó 
con una jeringa, para ser servido entre los dos vidrios. Para la preparación de la muestra 
un volumen de 5 µl de los productos de PCR fueron mezclados con el buffer de carga de 
SSCP (formamida al 95 % v/v, NaOH 10 mM, azul de bromofenol 0,25 % y azul xileno 
0,25 %), luego estas muestras se desnaturalizaron a 95 °C por 2 minutos (C1000TM 
Thermal cycler, BioRad), y se pasaron las muestras inmediatamente a hielo. 
Posteriormente, estas muestras se cargaron en cada uno de los pozos  del gel. La 
electroforesis se llevó a cabo con 4 µl de cada muestra, en tampón de corrida TBE 
(Anexo A.10) 0,6X a temperatura ambiente y a 5 W constantes por 13:30 h. Luego de la 
electroforesis, se realizó el protocolo de tinción para la visualización del ADN. Este 
consistió en dejar el gel 20 minutos en ácido acético 10 %, después se lavó 3 veces con 
agua desionizada, seguido de un baño por 30 minutos con una solución de nitrato de 
plata (2 L de agua Mili-Q, 3 ml de formaldehido, 2 g nitrato de plata). Finalmente, se 
revelaron las bandas con una solución de carbonato de calcio (2 L de agua Mili-Q, 3 ml 
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de formaldehído, 60 g de carbonato de sodio y 400 µl de tiosulfato de sodio (10 mg/ml)). 
Para fijar las bandas en el gel se realizó un baño con ácido acético por 15 minutos y se 
lavó 3 veces con agua desionizada. Se dejó secar el gel al aire. 
 
B.6 Corte de Bandas SSCP: “Crush and Soak” 
Este procedimiento fue utilizado para eluir el ADN de la matriz de gel de poliacrilamida 
con los genes de interés para posteriormente re-amplificarlo por PCR con el fin de 
identificar la secuencia de ADN de una banda especifica del perfil electroforético. Las 
moléculas de ADN fueron eluidas del gel siguiendo el protocolo “crush and soak” 
propuesto por Dohrmann et al. (2004), descrito brevemente en seguida: 
Usando una cuchilla estéril cortar cuidadosamente la banda de interés del gel de 
poliacrilamida. Transferir la banda cortada a un microtubo de 1,5 ml y añadir 50 μl del 
buffer “crush and soak” (Anexo A.9). Después de 15 min de incubación a temperatura 
ambiente dividir la pieza de gel en varios pedazos con la ayuda de una punta para 
micropipeta e incubar a 37 °C durante 3 h a 800 rpm. Transferir 40 μl del líquido 
sobrenadadante a un microtubo de 1,5 ml y añadir 80 μl de etanol frío. Invertir 
suavemente el microtubo varias veces y dejar precipitando el ADN toda la noche a -20 
°C. Centrifugar el microtubo a 12.500 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Remover el 
sobrenadante y dejar el pellet durante 10 min. Resuspender el ADN en 12 μl de agua 
ultrapura (Mili-Q) y medir la concentración de ADN utilizando Nanodrop 2000 
(ThermoScientific). Para amplificar el ADN de las bandas, se añadieron 2 μl de la 
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B.7 DIGESTIÓN ENZIMÁTICA 
El procedimiento utilizado para la digestión enzimática de cada una de las partes 
empleadas para el ensamblaje del biosensor fue el descrito por el protocolo del Biobrick 
assembly kit® (New England Biolabs Inc), modificado como descrito en seguida: 
Parte a digerir (ej., pUC18, arsR, 
cromoproteína) 
Concentración final: 300 ng/μl 
Enzima 1 (20.000 U/ml) 0,25 μl  
Enzima 2 (20.000 U/ml) 0,25 μl  
Buffer NE 10X 2.1 2,5 μl  
H2Odesionizada Completar volumen a 25 μl 
*Las enzimas empleadas en cada reacción variaron de acuerdo a la parte a digerir: gen arsR, 
EcoRI-HF y SpeI; cromoproteína, XbaI y PstI; y pUC18, EcoRI-HF y PstI. 
Posteriormente se incubaron las reacciones a 37 °C durante 40 minutos y luego se 
inactivaron las enzimas a 80 °C durante 20 minutos. 
 
B.8 LIGACIÓN 
El procedimiento utilizado para la ligación de las partes empleadas para el ensamblaje 
del biosensor fue el descrito por el protocolo del Biobrick assembly kit®(New England 
Biolabs Inc), modificado como descrito en seguida: 
Gen o Reactivo Volumen a adicionar en la reacción 
Partes a ligar Varía de acuerdo a la reacción de ligación 
deseada 
10X Buffer ADN Ligasa T4 2 μl  
ADN Ligasa T4 1 μl  





Programa de ligación: 
Temperatura Tiempo(h:min:seg) 
16 °C 1:30:00 
21 °C 0:30:00 
22 °C 0:45:00 
23 °C 0:30:00 
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ANEXO C: PLÁSMIDOS 
C.1 Mapa y secuencia genética del plásmido de 
cromoproteína pSB1C3-B0034-amilCP (Morada) 
 















C.2 Mapa y secuencia genética del plásmido de 
cromoproteína pSB1C3-B0034-amilGFP (Amarilla) 
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C.3 Mapa y secuencia genética del plásmido de 
cromoproteína pSB1C3-B0034-asPink (Rosada) 
 














C.4 Mapa y secuencia genética del plásmido de 
resistencia a Tetracilina pSB1T3- BBa_J044450 
 































































































C.6 Mapa y secuencia genética del recombinante 
E. coli TOP10-arsRTet5 
 


























































C.7 Mapa y secuencia genética del recombinante 
E. coli TOP10-arsRTet12 
 
 




















































































































































































































































































ANEXO D: PARTICIPACIÓN EN EVENTO 
CIENTÍFICO – MODALIDAD ORAL 
A continuación se presentan el resumen de la comunicación oral del trabajo y certificado 
de asistencia en el XXI Congreso Latinoamericano de Microbiología y 4º Congreso de 
Microbiología – ALAM2104, realizado del 5 al 8 de Noviembre 2014 en Cartagena de 
Indias, Colombia. 
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